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Devido à introdução de pragas exóticas e  as doenças causadas por bactérias, as plantações de 
eucalipto, no Brasil, sofrem consideráveis perdas na produção. Uma destas pragas foi 
detectada em 2008 e é conhecida como percevejo bronzeado Thaumastocoris peregrinus 
(Carpintero; Dellapé, 2006) (Hemiptera: Thaumastocoridae). Foram descobertos possíveis 
microrganismos simbiontes colonizando o interior deste percevejo que provavelmente se 
tratam de organismos essenciais para essa praga. Por sua vez, uma das doenças mais 
importantes que afetam os plantios é a mancha foliar do eucalipto. O gênero Xanthomonas 
possui maior ocorrência para esta doença do eucalipto no país. Para se conseguir a 
certificação florestal, não é recomendado o uso de produtos sintéticos. Uma das alternativas 
para o controle dessa praga e dessa doença é a utilização de óleos essenciais. Assim, o 
presente estudo visou realizar a caracterização de 18 isolados bacterianos obtidos no interior 
desse inseto, com vistas a auxiliar no desenvolvimento de estratégias de controle dessa praga. 
Além disso, promovera análise da atividade antimicrobiana do óleo essencial de diferentes 
genótipos de eucalipto em três isolados de Xhanthomonas e em três isolados extraídos do 
interior do T. peregrinus. As amostras de óleo essencial testadas foram capazes de inibir o 
crescimento de todos os isolados bacterianos testados. Dessa forma, o óleo essencial de 
eucalipto pode auxiliar no manejo da praga e da doença. 
 





Due to introduction of exotic pests and diseases caused by bacteria, eucalyptus plantations are 
suffering from considerable production losses throughout Brazil. One of these pests was 
detected in 2008 and is known as bronze bug. Microorganisms were discovered colonizing 
interior of Thamastocoris peregrinus, which are probably essential organisms for this pest. 
Currently, one of most important diseases affecting plantations is the leaf spot of eucalyptus. 
Genus Xanthomonas has a higher occurrence for this eucalyptus disease in the country. To 
achieve forest certification, use of synthetic products is not recommended. One of alternatives 
for control of this pest and this disease is the use of essential oils. The present study aims to 
isolate and characterize 18 bacterial isolates of this insect, with a view to assisting in 
development of pest control strategies in addition to analysis of the antimicrobial activity of 
essential oil of different eucalyptus genotypes in three Xhanthomonas spp. isolates and in 
three isolates extracted from interior of T. peregrinus. Essential oil samples tested were able 
to inhibit the growth of all bacterial isolates tested. Thus, eucalyptus essential oil can help in 
the management of this pest and disease. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 
O Eucalyptus é um gênero de plantas da família das Myrtaceae, conhecido com o 
nome comum de eucalipto, composto predominantemente por espécies arbóreas. É um dos 
primeiros gêneros florestais amplamente cultivado em todo o mundo, e ocupa atualmente uma 
área de mais de 22 milhões de hectares de floresta plantada que representa 13,4% das 
plantações florestais mundiais. (HOOGAR et al., 2019; FAVAN, 2019). Originário da 
Austrália, Indonésia e outras ilhas da Oceania, se expandiu em todo mundo devido ao seu alto 
grau de disseminação ecológica e sua capacidade de se adaptar, crescendo de maneira 
satisfatória em diferentes condições climáticas (PIERI et al., 2017; HOOGAR et al., 2019). 
O gênero abrange mais de 700 espécies, das quais aproximadamente 20 
apresentam relevante interesse econômico, possuindo uma grande variedade de tipos de 
sistemas de gerenciamento e usos múltiplos. Entre as espécies utilizadas para fins comerciais 
se destacam as espécies Eucalyptus grandis, E. urophylla (e seus híbridos interespecíficos), E. 
benthamii, E. dunii, E. saligna e, Corymbia citriodora (PIERI et al., 2017; HOOGAR et al., 
2019). 
A cultura do eucalipto tornou-se um marco na economia nacional, desde sua 
introdução até os dias de hoje, pois é de grande importância para o fornecimento de matéria-
prima para outras diversas indústrias, tendo um crescimento exponencial em sua produção e 
comercialização (FAVAN, 2019). Os dados publicados no Relatório Anual 2020 da Indústria 
Brasileira de Árvores (IBA) apontam, que, as áreas de florestas plantadas no Brasil, ocupam 
atualmente uma área total de 9 milhões de hectares com uma receita total de R$ 97,4 bilhões 
no ano 2019, o que representa um crescimento de 12,6% em relação ao ano anterior (IBA, 
2020). 
O segmento de árvores cultivadas para fins industriais apresentou significativo 
crescimento quando comparado com o desempenho de grandes setores, como a indústria e a 
agropecuária. Isso demonstra que cada vez mais o segmento consolida sua relevância também 
em dados econômicos nacionais, tendo uma participação de 1,2% do PIB (IBA, 2020). Os 
produtos provenientes das florestas plantadas são destinados a diversos segmentos industriais 
como painéis de madeira, pisos laminados, serrados e compensados, siderurgia, carvão 
vegetal, energia e, principalmente papel e celulose (IBA, 2020). 
Devido a sua ampla plasticidade e rápido crescimento e, considerando a elevada 
demanda de produtos do setor florestal somado à necessidade de sustentabilidade na redução 
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do uso de madeiras oriundas de florestas nativas, os plantios de eucalipto no Brasil, 
alcançaram uma área de 6,97 milhões de hectares no ano de 2019 (77% do total de florestas 
plantadas), predominantemente nos estados de Minas Gerais, São Paulo e Mato Grosso do Sul 
(PIERI et al., 2017; IBA, 2020). 
Embora a eucaliptocultura seja de elevada importância e grande potencial de 
produtividade, são muitas as perdas causadas por fatores abióticos e bióticos. Os fatores 
bióticos são caracterizados pelos distúrbios fisiológicos, ataque de pragas ou doenças e 
acarretam grandes perdas econômicas para o produtor (SOUSA, 2016). 
Segundo Machado et al. (2016), os plantios homogêneos de eucalipto favorecem o 
estabelecimento de espécies-praga em condições ambientais ideais, pois constituem em uma 
fonte constante de alimento. O crescimento descontrolado das populações, considerada a 
principal ameaça das plantações e gera perdas econômicas significativas (SANTOS et al., 
2017). Assim, as plantações de eucalipto no Brasil têm sofrido com a introdução e o 
estabelecimento frequente de pragas exóticas, principalmente oriundas da Austrália, que 
impactam e reduzem a sua produtividade (BARBOSA et al., 2019). Pragas como o psilídeo-
de-concha, o percevejo bronzeado e a vespa-da-galha se disseminaram rapidamente pelos 
principais estados produtores brasileiros (WILCKEN et al., 2008; BARBOSA et al., 2012). 
O Thaumastocoris peregrinus Carpintero & Dellapé (Hemiptera: 
Thaumastocoridae) , conhecido como percevejo bronzeado é uma praga relativamente nova 
nos plantios brasileiros e se tornou uma séria ameaça por possuir uma rápida taxa de dispersão 
em espécies de eucalipto e híbridos, devido à alta capacidade reprodutiva, rápida colonização 
e ampla infestação (NADEL; NOACK, 2012).  
O percevejo bronzeado foi detectado pela primeira vez no Brasil em 2008, nos 
estados do Rio Grande do Sul e São Paulo, estando atualmente presente também em Minas 
Gerais, Espírito Santo, Rio de Janeiro e Mato Grosso do Sul, entre outros (BARBOSA et al., 
2012). Por possuir um hábito alimentar sugador, em que o inseto perfura as folhas e os ramos 
finos para sugar a seiva, esse percevejo causa o prateamento seguido do bronzeamento nas 
folhas, dificultando a captação dos raios solares, podendo levar a uma desfolha parcial ou 
total e reduz assim a taxa fotossintética. Em casos mais graves pode ocasionar a morte das 
plantas, afetando todo o povoamento (LIMA, 2011; SOLIMAN et al., 2012; WILCKEN et al., 
2010). 
Destaca-se que o controle químico, realizado com utilização de inseticidas 
sintéticos e específicos, é mais vantajoso devido sua eficiência e facilidade de uso em relação 
aos demais. Não obstante, os inseticidas sintéticos são predominantemente tóxicos aos seres 
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humanos e o seu uso em áreas extensas para o controle de insetos-praga pode provocar efeitos 
nocivos para os aplicadores e para a população de forma geral, além de causar danos ao meio 
ambiente. Acrescente-se ainda que os inseticidas sintéticos possuem custo elevado e são 
extremamente restritos pelos organismos de certificação florestal (LEMES et al., 2017). 
Atualmente, no Brasil, existe apenas um produto químico registrado para controle do T. 
peregrinus: o piretroide Capture 400 EC (FMC Agricultural Solutions) (WILCKEN et al., 
2019). 
Outra preocupação em relação aos inseticidas sintéticos convencionais é o seu 
potencial efeito negativo em organismos não-alvo benéficos, como polinizadores e inimigos 
naturais (QUESADA; SADOF, 2019). De acordo com Sparks e Nauen (2015), o uso contínuo 
e extensivo de inseticidas sintéticos aumenta a resistência dos insetos aos produtos e tem sido 
um fator importante que influencia diretamente o controle e o manejo de pragas. Tendo em 
vista que o controle do percevejo bronzeado envolve a utilização de tratamentos sintéticos, 
por meio do uso de inseticidas, e que o uso prolongado destes produtos poderá resultar em 
aumento da resistência da população destes insetos, far-se-á necessária a utilização de 
métodos alternativos de manejo, que sejam eficazes e culminem com a redução da utilização 
de inseticidas sintéticos. 
Um estudo prévio identificou a existência de organismos colonizando o interior 
do T. peregrinus. Esses organismos possuem similaridade com as bactérias Candidatus 
portiera e Arsenophonus sp. que são bactérias simbiontes de Bemisia tabaci além da 
Elizabethkingia anophelis, bactéria isolada do intestino de Anopheles gambiae. Dessa forma 
pode-se concluir que provavelmente organismos simbiontes habitam o interior do percevejo 
bronzeado e auxiliam em sua sobrevivência (SOUSA, 2016). 
Quando os insetos carregam os micro-organismos internamente, podendo estar em 
seu intestino ou em outros órgãos pode-se afirmar que há ocorrência de uma simbiose do tipo 
endossimbiose (STEVENS et al., 2001; WERNEGREEN, 2002; HIROSE; PANIZZI, 2009). 
De forma geral, a simbiose ocorre quando os insetos coexistem em uma relação de 
associação com micro-organismos. O resultado dessa convivência é auxiliar na digestão de 
algum composto que possa ser adverso a sua alimentação. Alguns estudos sugerem que 
algumas bactérias podem estar diretamente envolvidas na digestão de alimentos mais 
complexos ou no auxílio da desintoxicação de compostos vegetais (PANIZZI; PARRA, 2009; 
CAZEMIER et al., 2003). 
Por conseguinte, a presença de um endosimbionte imprescindível à sobrevivência 
do inseto pode ser uma alternativa viável para o controle do percevejo bronzeado. Segundo 
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Sousa (2016), a ação sobre esse micro-organismo, indiretamente, poderá possibilitar o 
desenvolvimento de estratégias de controle do percevejo bronzeado. Isso posto, se faz 
necessário conhecer os micro-organismos que estão associados ao percevejo bronzeado afim 
de aumentar as possibilidades de execução de trabalhos moleculares relacionados com o 
controle dessa praga. 
Além das pragas que causam bastante prejuízo aos produtores, a eucaliptocultura 
também sofre com o ataque de fitopatógenos, desde à fase de viveiro até na fase adulta. Uma 
das principais doenças do eucalipto é a mancha bacteriana das folhas, especialmente em 
viveiros. Estima-se que essa doença causou uma perda de 7,5 milhões de dólares, entre 2003 e 
2008 (FERRAZ et al., 2018; GONÇALVES et al., 2008). Causada principalmente por fungos 
e bactérias, existem diversos agentes etiológicos associados à essa doença no Brasil e em 
diversos países, no entanto, o gênero Xanthomonas spp. é o encontrado em maior ocorrência 
(FERRAZ et al., 2018). 
A mancha foliar do eucalipto é uma doença foliar e seus sintomas iniciais são 
lesões encharcadas do tipo anasarca em que os tecidos apresentam aspecto de encharcamento 
e ficam translúcidos ao serem colocados contra a luz (SIVIERO et al., 2019; ALFENAS et al., 
2009; FAVAN et al., 2020). Com a evolução da doença, as manchas se tornam lesões 
necróticas e escuras e, em alguns casos, ocorre o abortamento da área necrosada, o que produz 
perfurações no centro da lesão. As lesões ficam concentradas ao longo da nervura e nas 
margens da folha causando redução da área fotossintética. Em seu ápice, ocorre uma intensa 
desfolha devido à precoce senescência das folhas infectadas, redução de crescimento das 
plantas no campo, podendo, também, haver necrose em pecíolo e ramos e até a morte de 
plantas jovens. O desfolhamento intenso é comumente observado em genótipos suscetíveis 
em condições favoráveis para a doença. (FERRAZ et al., 2018; SIVIERO et al., 2019; 
FAVAN et al., 2020; ALFENAS et al., 2009; MAFIA et al., 2017; REZENDE et al., 2019). 
Uma vez instalada na área, o controle mancha foliar do eucalipto apresenta 
elevado grau de dificuldade, principalmente, em virtude de sua fácil disseminação. Nesse 
sentido, o agente causador dessa doença, é considerado um importante patógeno, provocando 
grande preocupação aos produtores, visto que pode ocasionar grandes danos à produção 
(FAVAN, 2015). 
O mais recomendado para o controle da mancha foliar do eucalipto é a utilização 
de mudas sadias, além da realização de práticas que reduzem as fontes de inóculos e as 
condições favoráveis à infecção. Essas práticas incluem a rotação de cultura com espécies não 
hospedeiras, remoção de folhas e plantas infectadas, propagação de clones suscetíveis em 
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estações desfavoráveis ao desenvolvimento de doenças (clima frio e seco), irrigação por 
gotejamento ou subirrigação, suspensão e berçários cobertos, além da utilização de 
ferramentas desinfestadas, evitar ferimentos durante os tratos culturais e controlar os insetos 
causadores de lesões foliares (SIVIERO et al., 2019; ALFENAS et al., 2009). De acordo com 
Silva et al. (2018), a aplicação das técnicas para o controle dessa doença possuí um elevado 
custo. Dessa maneira, são necessárias medidas alternativas de controle para manter a 
viabilidade da produção. 
Diante do exposto, faz-se necessário desenvolver novos produtos de proteção de 
culturas que sejam inteiramente compatíveis com o manejo integrado de pragas e doenças. 
Uma alternativa viável aos produtos sintéticos convencionais são os produtos botânicos. 
Simas et al. (2004) citaram que as plantas são fontes naturais de substâncias 
inseticidas e antimicrobianas, pois, essas substâncias podem ser produzidas pelo vegetal em 
resposta a um ataque patogênico. 
Algumas plantas produzem compostos secundários, que podem ser utilizados para 
o desenvolvimento de novos defensivos naturais ou serem precursores de semi-síntese 
química, no desenvolvimento de produtos. Além disso, os extratos de plantas são ecológicos, 
biodegradáveis, específicos para patógenos e seguros para mamíferos. Os óleos essenciais têm 
se destacando no controle de bactérias, pois quando aplicados em dosagens apropriadas, 
apresentam efeitos na inibição desses microrganismos (ALMEIDA-PEREIRA et al., 2018; 
SAAD et al., 2017). 
Entre os metabólitos secundários com potencial antibactericida encontram-se os 
terpenos mais voláteis, especialmente aqueles de baixo peso molecular, como os 
monoterpenos, com 10 carbonos, e sesquiterpenos, com 15 carbonos, que são compostos 
abundantes nos óleos essenciais de muitas plantas. Em estudos prévios, terpenos como o 1,8-
cineol, α-pineno, γ-terpineno, p-cimeno, α-felandreno e acetato de α-terpinil foram descritos 
como os componentes principais de amostras de óleo essencial que apresentaram atividade 
antimicrobiana para diferentes bactérias (GHASEMI et al., 2020; CHI et al., 2019). 
Os óleos essenciais voláteis extraídos de plantas ampliaram o número de ações 
biológicas para o controle de pragas e doenças de maneira menos impactante ao ambiente e ao 
consumidor, sendo uma alternativa aos produtos convencionais (PINTO JUNIOR, et al., 
2010; BIZZO et al., 2009).  
Estudos sobre o potencial das espécies de vegetais, visando obter óleos essenciais 
como defensivos botânicos, vêm aumentando de forma significativa. Esses óleos podem ser 
utilizados como um método de controle eficaz, com redução dos custos, preservação do 
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ambiente e dos alimentos da contaminação química, podendo tornar-se prática adequada à 
agricultura sustentável (KÉITA et al., 2001) e ao manejo integrado de pragas e doenças. 
Espécies dos gêneros Eucalyptus e Corymbia (PARRA-O et al., 2009), 
popularmente conhecidas como eucalipto, estão no grupo de plantas cujas folhas são ricas em 
óleos essenciais com ampla atividade biológica, tais como, fungicida, inseticida, herbicida, 
acaricida (BATISH et al., 2008). O óleo essencial é produzido e armazenado em glândulas e é 
distribuído de forma abundante no parênquima da folha da maioria das espécies (SALGADO 
et al., 2003). 
Pesquisas realizadas com diferentes genótipos de eucalipto como fontes de bio-
bactericidas indicaram bons resultados no controle de diversas bactérias (KNEZEVIC et al., 
2016; MEKONNEN et al., 2016). Carson e Riley et al. (1995) concluíram que óleos 
essenciais de plantas podem manifestar efeito antimicrobiano contra bactérias, inclusive em 
espécies resistentes a antibióticos. Logo, como as plantas produzem diversos metabólitos 
secundários que podem apresentar atividade antibactericida e, portanto, serem úteis como 
alternativa de controle. Assim, o seu uso como método alternativo de controle deve ser 
agregado ao manejo de doenças e o manejo integrado de pragas. 
Tendo em vista a importância da eucaliptocultura no Brasil, e a relevância do T. 
peregrinus e da mancha foliar para essa cultura, o presente estudo objetivou a análise da 
atividade antimicrobiana do óleo essencial de diferentes genótipos de eucalipto em 
microrganismos endossimbiontes do T. peregrinus e em Xanthomonas spp. causadoras de 
mancha foliar, com vistas a propor uma alternativa para auxiliar no controle de pragas e 
doenças em plantios de eucalipto. 
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Cap. I- Isolamento e caracterização de bactérias intestinais de Thaumastocoris 
peregrinus  
RESUMO 
As plantações de eucalipto são as mais difundidas no Brasil. O Thaumastocoris peregrinus  
(Hemiptera: Thaumastocoridae) se tornou uma séria ameaça aos plantios por possuir rápida 
taxa de dispersão em espécies de eucalipto e híbridos. Foram descobertos microrganismos 
colonizando o interior do T. peregrinus que provavelmente sejam  essenciais para essa praga. 
Dessa forma, inibir a ação desses organismos pode auxiliar no manejo integrado do percevejo 
bronzeado. O trabalho objetivou o isolamento e a caracterização de 18 isolados bacterianos 
obtidos no interior desse inseto, afim de auxiliar no desenvolvimento de estratégias de 
controle dessa praga. Foi possível realizar o isolamento e cultivo dos microrganismos 
presentes do interior do T. peregrinus. Os meios de cultura Caldo Nutritivo e Agar Nutritivo 
se mostram eficientes para o crescimento da bactéria a temperatura 25 ± 2 ºC, por 24 horas 
com fotoperíodo de 12 horas. Todos os isolados encontrados foram do tipo bacilo Gram 
negativo e aqueles avaliados, positivos para a produção de celulases. Ficou evidenciada a 
necessidade de testes mais específicos, como os moleculares, para identificação taxonômica 
dos isolados de forma mais segura. 
 






Eucalyptus plantations occupied approximately 6.97 million hectares of Brazilian territory, 
representing 77% of total planted trees. Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera: 
Thaumastocoridae) has become a serious threat to plantations due to its rapid rate of 
dispersion in eucalyptus and hybrid species. Microorganisms were discovered colonizing 
interior of T. peregrinus that are probably essential organisms for this pest. Thus, inhibiting 
action of these organisms can assist in integrated management of this pest. The work aimed to 
isolate and characterize 18 bacterial isolates of this insect, in order to assist in development of 
strategies to control this pest. It was possible to carry out the isolation and cultivation of 
microorganisms present inside T. peregrinus. Culture media Caldo Nutritivo and Agar 
nutritivo are efficient for the growth of bacteria 24 hours at a temperature 25 ± 2 ºC and a 
photoperiod of 12 hours. All isolates found are of the gram negative bacillus type. All isolates 
evaluated were positive for production of cellulases. Need for more specific tests, such as 
molecular tests, is evidenced for safer taxonomic identification of isolates. 
 
 






O eucalipto (Myrtales: Myrtaceae) é uma espécie florestal exótica proveniente 
principalmente da Austrália e tem sido vastamente cultivada no Brasil. As plantações de 
eucalipto são, em sua maioria, geneticamente homogêneas e contínuas que fornecem grande 
disponibilidade de alimento para as comunidades locais de insetos. O crescimento 
descontrolado das populações é a principal ameaça das plantações e gera perdas econômicas 
significativas (SANTOS et al., 2017). 
Uma praga exótica, Thaumastocoris peregrinus Carpintero & Dellapé 
(Hemiptera: Thaumastocoridae), se tornou uma séria ameaça por possuir rápida taxa de 
dispersão em espécies de eucalipto e híbridos, devido à alta capacidade reprodutiva, rápida 
colonização e ampla infestação (NADEL; NOACK, 2012).  
O percevejo bronzeado (T. peregrinus) também é originário da Austrália e foi 
detectado pela primeira vez no Brasil em 2008, nos estados do Rio Grande do Sul e São 
Paulo, estando também atualmente presente nos estados de Minas Gerais, Espírito Santo, Rio 
de Janeiro e Mato Grosso do Sul, entre outros (BARBOSA et al., 2012; WILCKEN et al., 
2010). 
Essa praga possuí um hábito alimentar sugador que perfura as folhas e os ramos 
finos para sugar a seiva. Os sintomas são caracterizados pelo prateamento seguido do 
bronzeamento nas folhas, que dificulta a captação dos raios solares, podendo levar a uma 
desfolha parcial ou total reduzindo assim a taxa fotossintética. Em casos mais graves pode 
ocasionar a morte do indivíduo e de toda a população (LIMA, 2011; SOLIMAN et al., 2012; 
WILCKEN et al., 2010). 
Em estudo prévio, Sousa (2016) descobriu que existem bactérias colonizando o 
interior do T. peregrinus. Registra-se, contudo, que essas bactérias ainda não são catalogadas. 
O autor, ao comparar seus resultados com os encontrados em outros estudos, identificou 
similaridade com as bactérias Candidatus portiera e Arsenophonus sp. endossimbiontes de 
Bemisia tabaci além da Elizabethkingia anophelis, bactéria isolada do intestino de Anopheles 
gambiae que provavelmente tratam-se de organismos simbiontes (SOUSA, 2016) . 
Os insetos são os organismos que mais se desenvolveram no planeta e apesar de 
se alimentarem de uma vasta diversidade de alimentos eles não conseguem digerir todo 
material alimentar. Isso se dá, em grande parte, devido à presença de moléculas complexas na 
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composição dos alimentos que podem ser de difícil digestão para o inseto (HIROSE; 
PANIZZI, 2009).  
Por conseguinte, quando as dietas possuem pouco teor nutricional ou algum 
composto adverso, existem inúmeros micro-organismos simbiontes envolvidos no processo 
alimentar dos insetos que os auxiliam nestas deficiências (TAMAS et al., 2002; ISHIKAWA, 
2003). As simbioses obrigatórias prevalecem particularmente em grupos que se 
especializaram em alimentos nutricionalmente desequilibrados, como seiva vegetal (HENRY 
et al., 2015). 
A simbiose microbiana tem sido um processo chave que moldou a evolução dos 
organismos multicelulares nos últimos dois bilhões de anos (HENRY et al., 2015). Segundo 
Yun et al. (2014), as bactérias simbiontes, localizadas nos intestinos dos insetos, 
desempenham um relevante papel na regulação do metabolismo do hospedeiro e também 
promovem uma digestão eficiente para a extração do máximo de energia dos alimentos 
ingeridos, podendo também proteger o hospedeiro de outros micróbios potencialmente 
nocivos. 
Pelo menos 10% de todas as espécies de insetos catalogadas dependem de 
simbioses nutricionais obrigatórias em que as bactérias são obrigadas a sintetizar nutrientes 
que estão ausentes na dieta de seus hospedeiros (BUCHNER, 1965; WERNEGREEN, 2004). 
Em sua maioria, as bactérias encontradas no sistema digestivo dos insetos são 
gram-negativas e coliformes, podendo, muitas vezes, ser naturalmente encontradas no meio 
ambiente e cultivável em meio de cultura. (DILLON, DILLON, 2004; HIROSE et al., 2006). 
Todavia, apesar dos papéis fundamentais que os simbiontes desempenham na vida de muitos 
eucariotos, ainda pouco se sabe sobre como se originam as relações cooperativas com as 
bactérias e porque se formam em alguns hospedeiros eucariotos, mas não em outros (HENRY 
etal., 2015). 
Segundo Sousa (2016), entender micro-organismos que estão associados ao 
percevejo bronzeado é de extrema importância para aumentar as possibilidades de controle 
dessa praga. O estudo dos micro-organismos encontrados no aparelho digestivo do percevejo, 
poderá possibilitar o desenvolvimento de estratégias de controle do mesmo, pois, ao inibir a 
ação desses organismos, pode-se chegar ao controle da praga de maneira indireta. 
Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi o isolamento e a caracterização das 
bactérias intestinais do T. peregrinus, encontradas por Sousa (2016), afim de auxiliar no 
desenvolvimento de estratégias de controle dessa praga. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 
Os experimentos foram realizados no Laboratório de Genética e Biotecnologia 
Florestal (LGBF), localizado no Departamento de Engenharia Florestal, na Universidade 
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM), Campus de Diamantina. 
2.1 Insetos 
Para a extração das endobactérias, foram utilizados 18 insetos provenientes da 
criação massal de T. peregrinus, localizada no laboratório de Controle Biológico da 
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM).  
A criação dos indivíduos foi realizada em buquês de Eucalyptus spp. suscetíveis 
ao percevejo bronzeado em uma temperatura de 25 ± 2 °C, umidade relativa: 70 ± 10% e 
fotoperíodo de 12 h. 
Para a manutenção da criação, os buquês foram trocados a cada dois dias, 
garantindo, assim, a turgidez das folhas para a correta alimentação e ovoposição dos insetos. 
 
 
Figura 1- A- Buquê de criação; B- Composição de cada bandeja de criação; e C- Composição da estante de Criação. 
2.2 Endobactérias  
2.2.1 Extração e Cultivo 
Para o isolamento das bactérias intestinais do percevejo bronzeado, 18 insetos 
adultos foram desinfestados e  foi colocado, individualmente, em um tubo de polipropileno de 
1,5 ml contendo álcool a 70% durante 1 minuto. Em seguida, foram transferidos para outro 
tubo de polipropileno de 1,5 ml contendo hipoclorito de sódio a 2% por 2 minutos e  
mergulhados, por duas vezes, em água destilada para finalização da desinfestação. 
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Finalizada a desinfestação, cada inseto foi colocado em microtubo de 
centrifugação (polipropileno) de 2 ml, contendo água destilada e 3 microesferas (beads), e 
adicionados a um agitador Disruptor (Mini-Beadbeater™) para serem macerados. Após a 
completa maceração, os tubos contendo os insetos foram levados à centrifugação por 10 
minutos. Após a centrifugação, todo o líquido sobrenadante de cada tubo de polipropileno foi 
retirado e transferido para um tubo de falcon de 15 ml contendo 10 ml de meio de cultura do 
tipo Caldo Nutritivo. Os tubos falcon foram colocados, para o crescimento das bactérias, em 
uma Incubadora do tipo Shaker SL 220 (Solab) com rotação de 150 RPM à temperatura de 25 
± 2 ºC por 24 horas. Finalizado esse prazo, 20 µl de cada tubo falcon (caldo nutriente e a 
bactéria crescida) foram repicadas, com o auxílio de bastão de vidro, em placas de Petri 
contendo 20 ml de meio Agar Nutriente. As placas montadas foram lacradas com papel filme 
e dispostas em BOD à 25 ± 2 ºC e fotoperíodo de 12 horas por 24 horas para que houvesse o 
seu crescimento em meio sólido. 
2.2.2 Caracterização morfológica 
Para a caracterização morfológica, utilizou-se o mecanismo de coloração de Gram 
(RIBEIRO; SOARES, 1993). Para o teste, foram realizadas esfregações a partir dos isolados 
bacterianos extraídos do T. peregrinus.  
Segundo Freitas e Picoli (2007), a coloração de Gram é um método 
bacterioscópico com a finalidade de classificação de microrganismos com base em suas 
características tintoriais, tamanho, forma e arranjo celular. 
2.2.2.1 Preparo dos esfragaços 
Utilizou-se, para os esfregaços, 18 lâminas limpas, uma para cada isolado, que 
foram flambadas rapidamente na chama do bico de Bunsen. Em seguida, foi adicionado uma 
gota de água destilada em cada lâmina. Com o auxílio da alça bacteriológica, uma pequena 
amostra do isolado bacteriano foi retirado e esfregado na placa, com movimentos de rotação 
da alça bacteriológica, de modo a se obter um esfregaço de forma oval, bem fino e uniforme. 
Para fixar o esfregaço, a lâmina foi passada (lado oposto ao esfregaço) cinco vezes na chama 
do bico de Bunsen por 1 segundo. 
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2.2.2.2 Teste de Coloração de Gram 
Após a fixação do esfregaço, a lâmina foi coberta com solução cristal violeta 
(corante roxo) e deixada por um minuto. Findo o prazo, a lâmina foi lavada rapidamente em 
água destilada para a retirada do corante. Depois, a lâmina foi coberta com solução de lugol 
(mordente) por um minuto e lavada com em água destilada para que solução escorresse. Em 
seguida foi adicionado álcool absoluto à lâmina, e deixado por cerca de 30 segundos. A 
lâmina foi lavada rapidamente em água corrente para a retirada do álcool. Logo depois, a esta 
foi coberta com solução fucsina de gram e deixada por mais 30 segundos. Terminado esse 
prazo, a lâmina foi lavada em água destilada e colocada de forma inclinada para secar em 
temperatura ambiente. 
Após todo o procedimento, foi adicionada uma lamínula em cada lâmina, e uma 
gota de óleo de imersão e observada no microscópio em objetiva de imersão (100X). 
 
Figura 2- Esquema do método de Coloração de Gram. Fonte: TORTORA; FUNKE; CASE (2012). 
2.2.3 Atividade enzimática quantitativa 
Para a determinação do potencial enzimático dos isolados analisados, utilizou-se o 
método qualitativo que consiste em cultivar os microrganismos em meio específico para a 
produção de celulases e avaliar o halo produzido. 
Os isolados obtidos após o crescimento inicial foram posteriormente repicados 
para placas de Petri contendo o mesmo meio de cultura adicionado de Carboximetilcelulose 
(CMC) como única fonte de carbono. O meio de cultura foi preparado a partir da mistura dos 
componentes descritos na Tabela 1, com pH ajustado para 6,0, seguido de esterilização em 
autoclave a 121°C por 15 minutos (min) a 1 atm. 
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Tabela 1- Componentes químicos utilizados no preparo do meio de cultivo Carboximetilcelulose (CMC) como única fonte 
de carbono para análise da atividade enzimática dos micro-organismos estudados. 
Componentes Quantidade (g) 
MgSO4 . 7H2O  0,2 
KH2PO4  0,4 
K2HPO4  0,1 
NaCl  0,1 
Extrato de levedura  0,4 
CMC  10 
Ágar  15 
Água destilada 1000 mL 
Por meio da técnica do ponto central, em triplicata, realizou-se o teste do 
vermelho. Uma quantidade mínima de esporos foi retirada da placa contendo o isolado 
cultivado em meio de triagem e aplicada em outra placa de Petri contendo o meio CMC como 
única fonte de carbono e incubadas a 25ºC por 96 h afim de verificar a formação de halo de 
degradação de celulose. 
Após o período de incubação, as placas foram coradas com solução de reagente 
vermelho Congo 0,5% por 20 min. Após esse período, a solução de vermelho congo foi 
descartada e as placas foram lavadas com solução de NaCl 0,9% 2 M por 20 min, 
possibilitando a verificação dos micro-organismos produtores celulase. Os resultados 
positivos foram baseados na formação de halo claro ao redor das colônias. Após a coloração, 
foram medidos os halos formados pela degradação da celulose (mm) com o auxílio de um 
paquímetro (NOGUEIRA; CAVALCANTI, 1996). Todas as análises foram feitas em 
triplicatas. 
2.2.3.1 Determinação do índice enzimático (IE) 
Para cada micro-organismo, foi calculado o índice enzimático (IE) por meio da 
relação entre o diâmetro médio do halo de degradação e o diâmetro médio da colônia expressa 
como Índice de Relação Enzimática (IRE) (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975; 
STAMFORD; ARAÚJO; STAMFORD, 1998). Desta forma, quanto maior o halo de 
degradação, maior o índice enzimático e, consequentemente, maior a atividade enzimática. Os 





3.1 Extração e Cultivo 
Por meio do procedimento realizado, foi possível o isolamento, o crescimento e o 
cultivo dos 18 isolados extraídos do interior do percevejo bronzeado. O período de 24 horas 
de crescimento se mostrou eficiente tanto em meio Caldo Nutritivo, como em meio Agar 
Nutritivo (Figura 3). Para ambos os meios de cultura, a bactéria cresceu em temperatura de 25 
± 2 ºC e fotoperíodo de 12 horas. 
 
Figura 3- Crescimento da bacteria após 24 hr à 25 ± 2 ºC. A- Meio Caldo Nutritivo (1- Isolado 16; 2- Testemunha); B- Meio 
Agar Nutritivo (1- Isolado 08; 2- Testemunha). 
3.2 Caracterização morfológica 
Não houve diversidade de colônias crescidas em cada placa de Petri com meio 
Agar Nutritivo, o que permitiu inferir se tratar de culturas puras obtidas em cada um dos 18 
isolamentos.  
Após o teste de coloração de gram, os 18 isolados foram avaliados em 
microscópio óptico na objetiva de 100x. Foi possível identificar que todos os isolados são do 




Figura 4- Resultados do teste de gram nos Isolados 1 ao 9 na objetiva de 100X. 
 




3.3 Atividade Enzimática 
Todos os isolados avaliados foram positivos para a produção de celulases, ou seja, 
apresentaram halo de degradação (Tabela 2). 
Tabela 2- Valores dos índices enzimáticos (IE) de produção de celulases pelos 18 isolados extraídos do interior do percevejo 
bronzeado.  
Isolado Øh Øc IRE 
1 28,87 24,83 1,17 
2 8,40 6,88 1,22 
3 8,33 5,58 1,50 
4 18,95 16,63 1,14 
5 21,75 16,12 1,35 
6 21,22 14,37 1,48 
7 22,12 15,75 1,43 
8 23,18 18,85 1,24 
9 24,90 14,42 1,73 
10 26,23 23,92 1,11 
11 29,15 18,87 1,55 
12 22,98 19,87 1,16 
13 25,40 21,40 1,19 
14 25,72 19,78 1,32 
15 19,65 14,90 1,35 
16 22,93 15,32 1,53 
17 19,83 14,85 1,35 
18 16,95 14,42 1,18 
Legenda: Øc = diâmetro da colônia (mm); Øh = diâmetro do halo (mm); IRE= Índice de Relação Enzimática. 
A zona mais clara observada ao redor da colônia em forma de halo translúcido 
corresponde à ação enzimática do complexo enzimático sobre o substrato celulose. 
O halo de hidrólise, bem como o diâmetro da colônia, não apresentaram grande 
variação entre os isolados analisados (Figura 6), o que demonstra não haver diferenças quanto 
à produção de enzimas celulases por estes isolados. 
 
Figura 6- A- Colônias do Isolado 17 crescidas em meio de cultura com CMC.; B- Teste do veremlho. Diâmetro maior= Halo 




A partir dos testes realizados demonstrou-se que os microrganismos presentes no 
interior do T. peregrinus são passíveis de extração e cultivo. Cabe ressaltar que foi um 
procedimento nunca antes testado para essa praga e foi possível obter dados inéditos que 
podem contribuir para estudos futuros sobre esses microrganismos e, assim, auxiliar no 
manejo integrado do percevejo bronzeado. 
A temperatura utilizada para o crescimento dos isolado bacterianos, apesar de não 
ser a mais usual para microrganismos, se mostrou eficaz. Estudos prévios concluíram que a 
temperatura considerada ideal para o percevejo bronzeado varia em torno de 23 a 27 ºC 
(SOLIMAN et al., 2019; BARBOSA et al., 2019, SAAVEDRA et al., 2015; BARBOSA et 
al., 2016). Por ser um inseto de porte pequeno e possuir um exoesqueleto extremamente fino, 
a temperatura interna do seu corpo é relativamente semelhante à temperatura externa. 
Segundo Trombetta et al. (2005), usualmente, as bactérias Gram-negativas são 
mais resistentes do que as Gram-positivas. Esta maior resistência acontece porque as bactérias 
Gram negativas dispõem de uma barreira em sua parede celular contra determinadas 
substâncias como por exemplo os antibióticos e enzimas digestivas (MARTINKO; 
MADIGAN; DUNLAP, 2010).  
Segundo Cruz (2018), a formação dos halos em meios sólidos com CMC resulta 
da sua quebra em fragmentos menores, aos quais o vermelho Congo não se liga. De acordo 
com Woodward & Wiseman (1982), o vermelho Congo é removido destas regiões no 
momento da lavagem da superfície das placas com NaCl, ocasionando o halo translúcido e 
indicando a degradação da celulose. O vermelho congo apresenta forte afinidade pelas 
ligações β1-4 (polissacarídeos), ligados em unidade D- Glucopiranosil, fornecendo a base 
para um ensaio visível para detecção de colônias produtoras de celulase (TEATHER; WOOD, 
1982). 
Segundo a literatura, diversos autores mencionam que um IRE ≥ 2,5 para um dado 
microrganismo confere a este isolado ser um bom produtor de enzimas celulolíticas 
(PEIXOTO, 2006; OLIVEIRA et al., 2006; LOPES et al., 2011). Dessa forma, pode-se dizer 
que apesar do potencial da quebra do CMC, os isolados não podem ser considerados bons 




As endobactérias presentes nos indivíduos de T. peregrinus podem ser isoladas e 
cultivadas em diferentes meios de cultura sob condições laboratoriais. 
A partir dos resultados encontrados, concluiu-se que a metodologia empregada foi 
eficiente para o isolamento, crescimento e cultivo dos isolado bacterianos presentes no 
interior do percevejo bronzeado. Os meios de cultura Caldo Nutritivo e Agar Nutritivo 
demostraram ser efetivos quanto ao crescimento dos isolados bacterianos no período proposto 
de 24 horas. 
Os 18 isolados estudados não demonstraram diversidade nas suas características 
morfológicas, sendo todos do tipo bacilo gram negativo. Todos os isolados avaliados foram 
positivos para a produção de celulases, ou seja, apresentaram halo de degradação, contudo, 
conforme a literatura, esses não podem ser considerados bom produtores de enzimas 
celulolíticas por apresentarem IRE menor que 2,5. 
Posto isto, fica evidenciada a necessidade de testes mais específicos, como os 
moleculares, para identificação taxonômica dos isolados de forma mais segura. Dessa forma, 
o próximo passo é a realização de testes de identificação e diferenciação desses isolados, além 
de um estudo metagenômico para poder identificá-los com precisão. 
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Cap. II- Atividade antimicrobiana do óleo essencial de eucalipto em bactérias intestinais 
do Thaumastocoris peregrinus  
RESUMO 
As plantações de eucalipto no Brasil têm sofrido com o ataque de uma praga exótica de alta 
dispersão, conhecida como percevejo bronzeado, que causa elevados prejuízos aos produtores. 
A utilização de inseticidas sintéticos pode ocasionar inúmeros impactos ambientais e esbarra 
na certificação florestal. Uma alternativa viável aos produtos sintéticos convencionais são os 
produtos botânicos. Foram descobertas bactérias simbióticas vivendo no interior dessa praga 
que podem ser essenciais para a sua sobrevivência. Dessa forma, foi avaliada a atividade 
bactericida de diferentes genótipos de eucalipto nas concentrações 1000 ml.L-1; 500 ml.L-1; 
250 ml.L-1; 125 ml.L-1; 62,5 ml.L-1 e 0 ml.L-1. As amostras de óleo essencial testadas foram 
capazes de inibir o crescimento dos isolados bacterianos. As concentrações de 1000 ml.L-1 e 
500 ml.L-1 apresentaram os melhores resultados enquanto as concentrações de 125 ml.L-1; 
62,5 ml.L-1 e 0 ml.L-1 não apresentaram inibição do crescimento dos isolados bacterianos. Os 
monoterpenos 1,8-cineol, γ-terpineno, α-pineno, acetato de α-terpinil, p-cimeno, α-felandreno 
e trans-pinocarveol constituíam os compostos principais das amostras de óleo essencial que se 
mostraram mais eficazes. Dessa forma, o óleo essencial de eucalipto pode auxiliar no manejo 
dessa praga. 
 





Eucalyptus plantations in Brazil have suffered with attack of an exotic pest of high dispersion, 
known as bronze bug, which causes high losses to producers. Use of synthetic insecticides can 
cause numerous environmental impacts and comes up against forest certification. A viable 
alternative to conventional synthetic products is botanical products. Symbiotic bacteria have 
been discovered living inside this pest that may be essential for its survival. Thus, bactericidal 
activity of different Eucalyptus genotypes at concentrations of 1000 ml.L-1 was evaluated; 500 
ml.L-1; 250 ml.L-1; 125 ml.L-1; 62.5 ml.L-1 and 0 ml.L-1. Essential oil samples tested were able 
to inhibit the growth of bacterial isolates. Concentrations of 1000 ml.L-1 and 500 ml.L-1 
showed best results while concentrations of 125 ml.L-1; 62.5 ml.L-1 and 0 ml.L-1 did not show 
growth inhibition of bacterial isolates. Monoterpenes 1,8-cineol, γ-terpinene, α-pinene, α-
terpinyl acetate, p-cymene, α-felandrene and trans-pinocarveol constituted main compounds 
of OE samples that were shown to be most effective. Thus, Eucalyptus essential oil can assist 
in management of this pest. 
 





Por serem, em sua maioria, geneticamente homogêneas e contínuas as plantações 
de eucalipto fornecem grande disponibilidade de alimento para as comunidades locais de 
insetos herbívoros. O crescimento descontrolado dessas populações gera perdas econômicas 
significativas sendo uma  das principais ameaças às essas plantações (MACHADO et al., 
2016; SANTOS et al., 2017). 
Nos últimos anos, pragas exóticas se estabeleceram nos centros produtores de 
eucalipto contribuindo para a redução da produtividade das florestas e elevando os custos de 
produção. Pragas como o psilídeo-de-concha, o percevejo bronzeado e a vespa-da-galha se 
disseminaram rapidamente pelos principais estados produtores brasileiros (WILCKEN et al., 
2008; BARBOSA et al., 2012). 
O Thaumastocoris peregrinus Carpintero e Dellapé, 2006 (Hemiptera: 
Thaumastocoridae), conhecido como percevejo bronzeado, se tornou uma séria ameaça aos 
plantios de eucalipto devido à sua rápida taxa de dispersão em espécies e híbridos, alta 
capacidade reprodutiva, rápida colonização e ampla infestação (NADEL; NOACK, 2012). 
Por ter uma taxa de propagação muito rápida, o T. peregrinus foi encontrado em 
mais de 10 países da Europa, África, América do Sul e Oceania (SAAVEDRA et al., 2015). 
Plantações expostas à altas densidades de T. peregrinus sofrem significativas perdas na área 
fotossintética, acarretando na queda das folhas podendo levar à morte das plantas atacadas 
(MACHADO et al., 2016). 
Apesar dos danos que essa praga tem causado nas plantações de eucalipto pelo 
mundo, não existem muitos estudos sobre alternativas de controle dessa praga, o que acarreta 
em um elevado prejuízo aos produtores. 
A utilização de inseticidas sistêmicos para o controle do percevejo bronzeado 
pode ser uma alternativa rápida e eficiente, no entanto o controle químico pode ocasionar a 
redução de inimigos naturais, intoxicação de usuários e contaminação ambiental, além de ter 
elevado custo de aplicação e esbarrar nas restrições da certificação florestal (MACHADO et 
al., 2016, LEMES et al., 2017; WILCKEN et al., 2019). 
A falta de produtos sintéticos registrados para o controle dessa praga é um fator de 
impacto para as plantações de eucalipto. No Brasil, o piretroide Capture 400 EC (FMC 
Agricultural Solutions) é o único produto químico registrado para controle do T. peregrinus 
(WILCKEN et al., 2019). 
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Segundo Wilcken et al. (2019) as empresas florestais certificadas têm buscado 
práticas que preservem o meio ambiente. Desta forma, o controle biológico se torna uma das 
principais opções viáveis para gerenciar T. peregrinus em plantações comerciais de eucalipto, 
reduzindo a deriva da toxicidade causada pelos controles convencionais. Isso posto, a 
pesquisa e o desenvolvimento de novos produtos de proteção de culturas que sejam 
inteiramente compatíveis com o manejo integrado de pragas é de extrema importância. Uma 
alternativa promissora aos pesticidas sintéticos convencionais são os pesticidas botânicos 
(ATANASOVA; LEATHER 2018). 
As folhas de diversas espécies de eucalipto são ricas em óleos essenciais com 
ampla atividade biológica, tais como, fungicida, inseticida, herbicida, acaricida (BATISH et 
al., 2004). Pesquisas realizadas com diferentes genótipos de eucalipto como fontes de bio-
bactericidas indicaram bons resultados no controle de diversas bactérias (KNEZEVIC et al., 
2016; MEKONNEN et al., 2016). 
Em estudo prévio, Sousa (2016), descobriu que existem bactérias colonizando o 
interior do T. peregrinus, contudo, algumas dessas bactérias ainda não são catalogadas. O 
autor, ao comparar seus resultados aos encontrados em outros estudos, identificou 
similaridade com as bactérias Candidatus portiera e Arsenophonus sp. endossimbiontes de 
Bemisia tabaci, além da Elizabethkingia anophelis, bactéria isolada do intestino de Anopheles 
gambiae, sendo provavelmente organismos simbiontes (SOUSA, 2016). 
A endossimbiose é o tipo de simbiose na qual os insetos carregam os micro-
organismos internamente, podendo estar em seu intestino ou em outros órgãos (STEVENS; 
GIORDANO; FIALHO, 2001; WERNEGREEN, 2002; HIROSE; PANIZZI, 2009).  
Os insetos, de maneira geral, podem conviver em simbiose com micro-
organismos, em uma relação de associação, com o objetivo de auxiliar na digestão de algum 
composto que possa ser adverso a sua alimentação. Estudos prévios indicam que algumas 
bactérias podem estar diretamente envolvidas na digestão de alimentos mais complexos ou no 
auxílio da desintoxicação de compostos vegetais (PANIZZI; PARRA, 2009; CAZEMIER et 
al., 2003). 
Os óleos essenciais vêm se destacando no controle de bactérias, pois quando 
aplicados em dosagens apropriadas, têm apresentado efeitos na inibição desses 
microrganismos (ALMEIDA-PEREIRA et al., 2018; SAAD et al., 2017). 
Em estudos prévios, os terpenos como o 1,8-cineol, α-pineno, γ-terpineno, p-
cimeno, α-felandreno e acetato de α-terpinil foram descritos como os componentes principais 
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de amostras de óleo essencial que apresentaram atividade antimicrobiana para diferentes 
bactérias (GHASEMI et al., 2020; CHI et al., 2019). 
Tendo em vista que o percevejo bronzeado possui bactérias simbióticas em seu 
sistema digestivo, estas podem ser responsáveis direta pela digestão de compostos prejudiciais 
ao inseto. Pressupõe-se que produtos antimicrobianos podem representar uma alternativa para 
o controle dessa praga. 
Nesse sentido, o presente estudo objetivou a análise da atividade antimicrobiana 
do óleo essencial de diferentes genótipos de eucalipto nesses microrganismos, a fim de propor 
uma alternativa para auxiliar o manejo integrado dessa praga. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 
Todos os experimentos foram realizados no Laboratório de Genética e 
Biotecnologia Florestal (LGBF), localizado no Departamento de Engenharia Florestal, na 
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM), Campus de 
Diamantina. 
2.1 Óleo Essencial 
Para o presente estudo, foram utilizadas amostras de óleo essencial (OE) extraídas 
de folhas de clones comerciais provenientes da empresa Gerdau S/A e de plantas de 
Eucalyptus camaldulensis localizadas Centro Integrado de Propagação de Espécies Florestais 
(CIPEF). Realizou-se a extração de 14 amostras de OE (Quadro 1) de indivíduos isentos do 
ataque do inseto e de outros atacados pela praga. Essa extração foi feita a fim de identificar 
diferenças na composição dos OE em resposta do ataque da praga, para cada um desses 
genótipos. 
Quadro 1- Descrição das amostras de OE utilizadas no estudo quanto ao seu genótipo, resistência ou sucetibilidade ao T. 
peregrinus e presença e ausência do ataque do inseto 
OE Genótipo Classificação Presença de Inseto 
A C13 Resistente Presença 
B C13 Resistente Ausência 
C C8 Resistente Presença 
D C8 Resistente Ausência 
E C1 Resistente Presença 
F C1 Resistente Ausência 
G C17 Suscetível Presença 
H C17 Suscetível Ausência 
I C11 Suscetível Presença 
J C11 Suscetível Ausência 
K C25 Suscetível Presença 
L C25 Suscetível Ausência 
M E. camaldulensis Suscetível Presença 
N E. camaldulensis Suscetível Ausência 
As metodologias de extração e caracterização química das amostras do OE 
utilizadas para esse experimento foram descritas em Avila (2016). Na Tabela 2 pode-se 
observar os principais compostos em cada amostra de OE com as suas respectivas proporções 
médias (%). 
Tabela 2- Principais compostos em cada amostra de OE com suas respectivas proporções médias (%) 





A 49,21 17,02  9,26   
B 51,30 15,11 20,57    
C 50,39 15,56 27,99    
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D 52,95  30,14 4,63   
E 49,21  32,41 6,52   
F 49,94  32 6,13   
G 56,20  18,81    
H 54,32  22,44    
I 57,4  24,45 5,97   
J 40,08  41,44 3,56   
K 52,49  28,80 5,19   
L 57  28,13 5,23   
M  43,86   12,61 51,08 
N  37,16   26,78 48,23 
2.2 Teste de sensibilidade antimicrobiano (antibiograma) 
Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados em três isolados 
bacterianos do T. peregrinus cuja a metodologia de isolamento está descrita no Capítulo I do 
presente documento. 
Para o teste de sensibilidade antimicrobiana utilizou-se a técnica de difusão de 
disco em meio sólido (disco difuso). O ensaios foram realizados utilizando os métodos 
modificados de Kirby e Bauer descritos por Mekonnen et al. (2016). Com a finalidade de 
aumentar a solubilidade, diminuir a volatização e evitar perdas as amostras de OE foram 
diluídas em Dimetilsulfóxido (DMSO). Para cada amostra de OE foram preparadas seis 
concentrações (1000 ml.L-1; 500 ml.L-1; 250 ml.L-1; 125 ml.L-1; 62,5 ml.L-1 e 0 ml.L-1). 
Discos de papel filtro de 6 mm de diâmetro foram acondicionados em placas de 
Petri autoclavadas e posteriormente foram embebidos com 5 μl de cada concentração. Com 
vistas a evitar que o OE evapore, cada placa foi vedada com papel filme e coberta com papel 
alumínio, sendo armazenada em câmera de fluxo à temperatura ambiente por 24 horas para 
posterior ensaio. Findo esse prazo, os isolados bacterianos foram inoculados em placas de 
Petri contendo 20 ml de meio Agar Mueller Hinton e os discos com as concentrações foram 
arranjados nas placas. Após montagem, as placas foram lacradas com papel filme e 
acondicionadas em BOD à 25 ºC e fotoperíodo de 12 horas por 24 horas. 
Os testes foram realizados em triplicatas e os resultados expressos pela média 
aritméticas do diâmetro (mm) dos halos de inibição formado ao redor dos discos. Os halos de 
inibição foram medidos com auxílio de um paquímetro. 
2.3 Análise Estatística 
O trabalho foi organizado em delineamento inteiramente casualizado em esquema 
fatorial (6x14) totalizando 84 tratamentos com três repetições para cada isolado bacteriano. 
Os dados foram submetidos a ANOVA (Analise de variância) para verificar a interação entre 
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os fatores. Desdobrando a concentração dentro de cada nível de amostra de OE, os dados 
quantitativos foram analisados por regressão (método dos mínimos quadrados e teste T). 
Quando o desdobramento foi a amostra do OE dentro de cada nível de concentração, os dados 
foram submetidos ao teste Scott-Knot.  
Realizou-se, também, uma análise das amostras puras com três antibióticos 
conhecidos com o objetivo de comprovar a eficácia dos produtos biológicos com os produtos 
sintéticos. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com três 
isolados, 14 concentrações de extratos vegetais e três de antibióticos, com três repetições 
cada. Os dados foram analisados pelos testes de Shapiro Wilk e Levene para verificar a 
normalidade dos dados e homogeneidade das variâncias, respectivamente. Em seguida, as 
amostras foram submetidas a Analise de Variância (Teste F ou Kruskal-Wallis). Quando 
significativas, as diferenças entre os tratamentos foram verificadas pelos procedimentos de 
Dunnett e Tukey, tendo o antibiótico Netilmicina como controle, ou método de Dunn, quando 
não atendia os pressupostos dos testes paramétricos. 
Registra-se que todos os testes foram conduzidos a 5% de significância com 
auxílio do software R versão 4.0.1 (TEAM R CORE, 2013), pacote ExpDes.pt (FERREIRA et 




Observou-se que as amostras de OE testadas possuem ação antimicrobiana, pois 
foram capazes de inibir o crescimento dos três isolados bacterianos (Figura 7). 
A partir das análises realizadas pela ANOVA, verificou-se que, para os três 
isolados bacterianos estudados, houve diferença significativa para os fatores isolados 
concentração e OE, além de apresentar diferença na interação entre os referidos fatores 
(Tabela 3). A partir disso, foi realizado o desdobramento fatorial para cada isolado bacteriano, 
a fim de descobrir quais OEs e concentrações apresentaram diferença significativa. 
Tabela 3- Análise do Grau de liberdade (GL), F e p-valor dos fatores de cada isolado analisado, ao nível de 5% de 
significância utilizando ANOVA. 
Isolado 
bacteriano 
Concentração  Óleo  Concentração x Óleo 
GL F P  GL F p  GL F p 
Isolado 01 5 124,469 <0,01  13 9,222 <0,01  65 4,958 <0,01 
Isolado 02 5 10,8588 <0,01  13 2,8172 <0,01  65 1,6291 <0,01 
Isolado 03 5 72,319 <0,01  13 13,552 <0,01  65 4,803 <0,01  
 
Figura 7 – I- Efeito do OE D no isolado bacteriano 01 sob as concentrações 1000, 500, 250 e 125 ml.L-1; II- Efeito do OE N 
no isolado bacteriano 01 sob as concentrações 1000, 500, 250 e 125 ml.L-1; III- Efeito do OE N no isolado bacteriano 02 sob 
as concentrações 1000, 500, 250 e 125 ml.L-1; IV- Efeito do OE F no isolado bacteriano 02 sob as concentrações 1000, 500, 
250 e 125 ml.L-1; V- Efeito do OE F no isolado bacteriano 03 sob as concentrações 1000, 500, 250 e 125 ml.L-1; VI- Efeito 




3.1 Isolado Bacteriano 01 
Para o isolado bacteriano 01, quando analisado a amostra de OE dentro de cada 
nível de concentração, constatou-se que houve diferença significativa para os OEs A, B, C, D, 
E, F, G, H, I, L, M e N (Tabela 4). 
Tabela 4- Parâmetros de regressão linear, com o R², F e p-valor de cada amostra de óleo essencial obtido de diferentes 
espéciemens de Eucalyptus spp. que se mostrou significativo para o isolado bacteriano 01, a um nível de 5% de significância. 
OE β0 β1 R2 F p-valor 
A 5,86570 0,00280 0,979 44,25 <0,01 
B 5,85620 0,00170 0,966 15,86 <0,01 
D 5,60860 0,00400 0,9421 85,89 <0,01 
E 5,23900 0,00680 0,9008 259,87 <0,01 
F 5,49140 0,00640 0,9668 226,3 <0,01 
G 5,64570 0,00360 0,9516 70,01 <0,01 
H 5,78290 0,00190 0,9296 20,01 <0,01 
I 5,96290 0,00160 0,9897 14,85 <0,01 
L 5,83140 0,00190 0,9636 19,39 <0,01 
M 5,79430 0,00170 0,8938 15,27 <0,01 
N 5,46190 0,0042 0,8706 96,44 <0,01 
Ajustou-se um modelo de regressão linear, pelos parâmetros β0 e β1, para cada 
amostra de OE que apresentou diferença significativa, estimando assim, o comportamento 
médio da inibição do crescimento do isolado bacteriano em relação à concentração (Figura 8). 
 
Figura 8- Dispersão e modelo de regressão dos óleos que mostraram diferença significativa quando analisado a amostra de 




Os OEs C, J e K não apresentaram diferença significativa no desdobramento da 
amostra de OE dentro de cada nível de concentração (Tabela 5). 
Tabela 5- Diâmetros (media ± desvio padrão) da inibição do crescimento do isolado bacteriano 01 exposto as concentrações 




0 62,5 125 250 500 1000 
C 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,07±0,06 ns 6,13±0,15 ns 6,47±0,06 ns 7,30±0,26 ns 
J 6,00±0 ns 6,07±0 ns 6,20±0 ns 6,37±0,06 ns 6,67±0,50 ns 7,67±0,32 ns 
K 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,03±0,06 ns 6,50±0,06 ns 6,63±0,12 ns 
ns- Não significativo pela Análise de Variância. 
Analisando o desdobrando da amostra de OE dentro de cada nível de 
concentração, constatou-se, pela ANOVA, que não houve diferença significativa entre as 
amostras de OE para as concentrações 0; 62,5; 125 e 250 ml.L-1. As concentrações 500 e 1000 
ml.L-1 apresentaram diferença significativa para as diferentes amostras de OEs (Tabela 6). 
Tabela 6- Dados encontrados na Análise de Variância no desdobrando do tipo de óleo dentro de cada nível de concentração 
para a bactéria 01, a um nível de 5% de significância. 
ANOVA 
Tipo de OE: Concentração ml.L-1 
0 62,5 125 250 500 1000 
GL 13 13 13 13 13 13 
F 0 0,0025 0,0404 0,4275 2,1633 31,3775 
p-valor 1 1 1 0,9581 0,0131 0 
O teste de Scott-Knot demonstrou que, para a concentração de 500 ml.L-1, os OEs 
A, D, E, F e G não diferenciam estatisticamente entre si, apresentando as maiores médias de 
inibição do isolado bacteriano, enquanto os outros OEs (B, C, H, I, J, K, L, M e N) não 
diferenciaram entre si, apresentando as menores médias. 
Para a concentração 1000 ml.L-1, o teste de Scott-Knot apresentou maior diferença 
significativa entre os OEs, resultando em quatro grupos que diferenciam entre si. O primeiro 
grupo, que apresentou as melhores médias, é composto pelos OEs E F (12,90 mm e 12,33 mm 
respectivamente). O segundo grupo mostrou que não houve diferença entre os OEs N, D e G. 
O grupo com a maior quantidade de OEs, foi o terceiro, composto pelos OEs A, B, C, H, I, L 
e M. O quarto, e último grupo, apresentou as menores médias de diâmetro, e foi formado 
pelos OEs J e K (6,63 mm e 6,16 mm respectivamente). 
3.2 Isolado Bacteriano 02 
A análise da amostra de OE dentro de cada nível de concentração para os testes 
realizados no isolado bacteriano 02 possibilitou observar que houve diferença significativa 
apenas para os OEs G e N (Tabela 7). 
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Tabela 7- Parâmetros de regressão linear, com o R², F e p-valor de cada amostra de óleo essencial obtido de diferentes 
espéciemens de Eucalyptus spp. que se mostrou significativo para o isolado bacteriano 02, a um nível de 5% de significância. 
OE β0 β1 R2 F p-valor 
G 2,3514 0,0270 0,8252 85,78 <0,01 
N 5,6105 0,0167 0,9593 32,78 <0,01 
Ajustou-se um modelo de regressão linear, pelos parâmetros β0 e β1, para cada 
amostra de OE que apresentou diferença significativa para estimar o comportamento médio da 
inibição do crescimento do isolado bacteriano 02 em relação à concentração (Figura 9). 
 
Figura 9- Dispersão e modelo de regressão dos óleos que mostraram diferença significativa quando analisado a amostra de 
óleo essencial dentro de cada nível de concentração para o isolado bacteriano 02. 
Foi possível observar que, para o isolado bacteriano 02, 12 amostras de OEs não 
apresentaram diferença significativa no desdobramento da amostra de OE dentro de cada 
nível de concentração. Esses podem ser observados na Tabela 8 a seguir. 
Tabela 8- Diâmetros (media ± desvio padrão) da inibição do crescimento da Isolado bacteriano 02 expostos as concentrações 
de 0; 62,5; 125; 250; 500 e 100 ml.L-1 de OE de eucalipto sob condições de laboratório, a um nível de 5% de significância 
OE 
Concentração (ml.L-1) 
0 62,5 125 250 500 1000 
A 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,07±0,06 ns 6,07±0,06 ns 6,53±0,06 ns 8,73±1,88 ns 
B 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,17±0,29 ns 6,63±0,71 ns 
C 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,17±0,15 ns 6,17±0,15 ns 6,43±0,51 ns 6,67±0,76 ns 
D 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,07±0,06 ns 6,07±0,06 ns 7,03±0,81 ns 10,10±3,44 ns 
E 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,10±0,17 ns 6,10±0,17 ns 6,20±0,17 ns 7,00±0,89 ns 
F 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,93±1,21 ns 12,80±1,47 ns 13,70±1,18 ns 
H 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,07±0,12 ns 6,63±0,35 ns 9,67±0,29 ns 
I 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,10±0 ns 6,47±0,06 ns 8,03±1,17 ns 10,17±0,85 ns 
J 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,13±0,15 ns 6,43±0,12 ns 6,57±0,12 ns 8,20±1,59 ns 
K 6,00±0 ns 6,03±0,06 ns 6,07±0,06 ns 6,37±0,55 ns 7,27±1,77 ns 8,10±2,19 ns 
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L 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,03±0,06 ns 6,13±0,15 ns 6,30±0,20 ns 6,70±0,52 ns 
M 6,00±0 ns 6,03±0,06 ns 6,00±0 ns 6,07±0,06 ns 6,63±0,71 ns 10,00±3,32 ns 
ns- Não significativo pela Análise de Variância. 
Verificou-se, pela ANOVA, que não houve diferença significativa entre as 
amostras de OE para as concentrações 0; 62,5; 125; 250 e 500 ml.L-1 analisando o 
desdobramento da amostra de OE dentro de cada nível de concentração para o isolado 
bacteriano 02. A única concentração a apresentar diferença significativa, no isolado 
bacteriano 02, para os diferentes amostras de OEs, foi a de 1000 ml.L-1 (Tabela 9). 
Tabela 9- Dados encontrados na Análise de Variância no desdobrando do tipo de óleo dentro de cada nível de concentração 
para o isolado bacteriano 02, a um nível de 5% de significância. 
ANOVA 
Tipo de OE: Concentração ml.L-1 
0 62,5 125 250 500 1000 
GL 13 13 13 13 13 13 
F 0 0 0,0006 0,2302 1,3767 9,3554 
p-valor 1 1 1 0,9977 0,1752 0 
Para a concentração de 1000 ml.L-1, foi possível analisar no teste de Scott-Knot, 
que o OE G obteve a maior média de inibição (33,8 mm) do isolado bacteriano 02 e diferiu 
estatisticamente dos demais. O OE N apresentou a segunda maior média e também 
diferenciou estatisticamente dos demais. Os OEs restantes não apresentaram diferença 
estatística entre si, mas foi possível constatar que os OEs B, C e L tiveram as menores médias 
(6,7 mm, 6,66 mm e 6,63 mm respectivamente). 
3.3 Isolado Bacteriano 03 
Observou-se que houve diferença significativa para os OEs C, D, E, F, G, H e M 
para o isolado bacteriano 03, quando o desdobramento foi entre a amostra de OE dentro de 
cada nível de concentração (Tabela 10). 
Tabela 10- Parâmetros de regressão linear, com o R², F e p-valor de cada amostra de óleo essencial obtido de diferentes 
espéciemens de Eucalyptus spp. que se mostrou significativo para o isolado bacteriano 03, a um nível de 5% de significância 
OE β0 β1 R2 F p-valor 
C 6,1257 0,0030 0,9507 19,32 <0,01 
D 5,6695 0,0058 0,9924 70,3 <0,01 
E 6,0333 0,0056 0,9755 64,78 <0,01 
F 5,3838 0,0126 0,913 330,82 <0,01 
G 6,3629 0,0038 0,8025 31,07 <0,01 
H 5,7057 0,0034 0,9149 23,85 <0,01 
M 5,4057 0,0046 0,8455 43,6 <0,01 
Por meio dos parâmetros β0 e β1, estimou-se o comportamento médio da inibição 
do crescimento do isolado bacteriano 03 em relação à concentração, a partir do ajuste de um 





Figura 10- Dispersão e modelo de regressão dos óleos que mostraram diferença significativa quando analisado a amostra de 
Óleo essencial dentro de cada nível de concentração para o isolado bacteriano 03. 
Os OEs A, B, J, K, L e N não apresentaram diferença significativa no 
desdobramento da amostra de OE dentro de cada nível de concentração (Tabela 11). 
Tabela 11- Dados encontrados na Análise de Variância no desdobrando do tipo de óleo dentro de cada nível de concentração 
para a bactéria 03, a um nível de 5% de significância. 
OE 
Concentração (ml.L-1) 
0 62,5 125 250 500 1000 
A 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,17±0,29 ns 6,73±0,87 ns 
B 6,10±0 ns 6,17±0 ns 6,23±0,12 ns 6,37±0,23 ns 6,90±0,56 ns 7,63±0,32 ns 
I 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,10±0,17 ns 6,10±0,17 ns 6,50±0,50 ns 6,67±0,58 ns 
J 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,07±0,06 ns 6,83±0,29 ns 8,10±0,26 ns 
K 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,17±0,12 ns 6,30±0,20 ns 7,07±0,98 ns 7,67±0,99 ns 
L 6,00±0 ns 6,00±0 ns 6,10±0 ns 6,17±0,12 ns 6,23±0,23 ns 7,47±0,50 ns 
N 6,00±0 ns 6,10±0 ns 6,50±0,50 ns 6,50±0,50 ns 7,07±0,31 ns 7,90±1,82 ns 
Ns- Não significativo pela Análise de Variância. 
Desdobrando a amostra de OE dentro de cada nível de concentração para o 
isolado bacteriano 03, observou-se pela ANOVA, que não houve diferença significativa entre 
as amostra de OE para as concentrações 0; 62,5 e 125 ml.L-1. As concentrações 250, 500 e 
1000 ml.L-1 apresentaram diferença significativa para as diferentes amostras de OEs (Tabela 
12). 
Tabela 12- Dados encontrados na Análise de Variância no desdobrando do tipo de óleo dentro de cada nível de concentração 
para o isolado bacteriano 02, a um nível de 5% de significância. 
ANOVA 
Tipo de OE: Concentração ml.L-1 
0 62,5 125 250 500 1000 
GL 13 13 13 13 13 13 
F 0,0021 0,0119 0,2654 1,8769 13,1011 22,3115 
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p-valor 1 1 0,9953 0,0359 0 0 
Analisando as médias de diâmetro nas diferentes amostras de OE para a 
concentração de 250 ml.L-1 pelo teste de Scott-Knot, pode-se observar que os OEs C, D, E, F 
e G, obtiveram as maiores médias e não diferenciaram entre si. Os outros OEs não 
apresentaram diferença significativa, sendo que os OEs A, I e J, apresentaram as menores 
médias (6,1 mm, 6,06 mm e 6 mm respectivamente). 
Observando as comparações na concentração de 500 ml.L-1, o OE F foi o único 
que se diferenciou de todos os outros, apresentando a maior média de inibição do isolado 
bacteriano (14,3 mm). Os OEs D, E e G não se diferenciaram entre si estatisticamente, 
apresentando grandes médias de inibição do isolado bacteriano quando comparado aos outros 
(9,2 mm, 8,53 mm e 7,8 mm). Por sua vez, os outros OEs (A, B, C, H, I, J, K, L, M e N) 
apresentaram as menores médias e também não apresentaram diferenças estatísticas. 
Na concentração 1000 ml.L-1, o teste de Scott-Knot revelou que a maior média de 
inibição do isolado bacteriano 03 foi apresentada pelo OE F (17,06 mm) que diferenciou dos 
demais. O teste mostrou que não houve diferença significativa entre os OEs D, E e M e esses 
possuíram uma média elevada (11,53 mm, 11,33 mm e 10,66 mm respectivamente), quando 
comparados aos demais OEs. Os OEs C, G e H não diferenciaram entre si e possuíram médias 
maiores do que os OEs A, B, I, J, K, L e N, que também não diferenciam entre si e possuíram 
as menores médias observadas para essa concentração no isolado bacteriano 03. 
3.4 Antibióticos x Extratos botânicos 
Observou-se que os três antibióticos testados possuem ação antimicrobiana, pois 
foram capazes de inibir o crescimento dos três isolados bacterianos. Na Tabela 13, pode-se 
verificar que houve diferença na inibição de crescimento entre os extratos vegetais e os 
antibióticos (I01- GL = 16, F = 6,2666, p < 0,01; I02= χ2 = 41,339, GL = 16, p < 0,01; I03= 
GL = 16, F = 24,715, P < 0,01). 
Tabela 13- Diâmetro (média±desvio padrão) dos isolados 1, 2 e 3 submetidos a concentração de 1000 ml.L-1 de extratos 
vegetais de 14 clones e espécie de Eucalyptus spp. e as concentrações de três antibióticos: Norfloxacin (10 mgc.ml-1), 
Sulfazotrim (25 mgc.ml-1) e Netilmicina (30 mgc.ml-1) 
Tratamento 
Diâmetro (cm) 
Isolado 11 Isolado 22 Isolado 31 
média Dunnett Tukey média Dunn média Dunnett Tukey 
A 8,63±1,58 b C 8,73±1,88 b 6,73±0,87 b D 
B 7,67±0,29  b C 6,63±0,71 b 7,63±0,32 b D 
C 7,3±0,26 b C 6,67±0,76 b 9,13±1,03 b D 
D 9,93±1,94 b BC 10,1±3,44 b 11,53±1,53 b CD 
E 12,9±0,95 b ABC 7±0,89 b 11,33±3,41 b CD 
F 12,33±2,37 b ABC 13,7±1,18 b 17,07±2,45 B BC 
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G 9,47±2,22 b BC 33,8±37,43 a 10,13±3,69 B D 
H 7,87±0,42 b C 9,67±0,29 b 9,43±3,16 B D 
I 7,67±0,58 b C 10,17±0,85 b 6,67±0,58 B D 
J 6,63±0,32 b C 8,2±1,59 b 8,1±0,26 B D 
K 6,17±0,12 b C 8,1±2,19 b 7,67±0,99 B D 
L 7,83±1,04 b C 6,7±0,52 b 7,47±0,5 B D 
M 7,67±0,58 b C 10±3,32 b 10,67±2,47 B D 
N 10,23±2,15 b CBC 21,33±1,53 a 7,9±1,82 B D 
Sulfazotrim 14,6±7,69 a ABC 26,7±0,82 a 22,23±3,47 A AB 
Norfloxacin 17,73±5,59 a AB 22,6±4,5 a 23,87±1,77 A A 
Netilmicina* 20,47±4,4 a A 23,77±3,49 a 23,57±1,45 A A 
i: Clone que foi atacado por insetos; E: Eucalyptus; *: Tratamento controle 
1- Teste de comparações múltiplas de Dunnett e Tukey a 5% de significância; 2 Comparações múltiplas de Dunn a 5% de 
significância, análises realizadas comparando o controle com os demais tratamentos. 
A) letras iguais minusculas na coluna não diferem estatisticamente comparado ao controle pelo teste Dunnett, a 5% de 
significância. B) letras semelhantes maiusculas na coluna não diferente pelo teste Tukey a 5% de significancia. 
O teste de Dunnet demonstrou que todos os antibióticos foram semelhantes entre 
si, já os extratos botânicos apresentaram diferença significativa para os antibióticos testados 
nos isolados 01 e 03. O poder inibitório dos extratos botânicos dos tratamentos G e N foi 
semelhante ao dos três antibióticos avaliados para o isolado 02. 
Para o isolado 01, o teste de Tukey demonstrou que, além dos antibióticos, apenas 
os tratamentos E e F não se diferenciaram estatisticamente do tratamento controle 
(Netilmicina). Todos os tratamentos apresentaram médias semelhantes ao tratamento 
Sulfazotrim à 5% de significância. Os OEs D, E, F e N apresentaram resultados semelhantes 
ao antibiótico Norfloxacin. 
Quando avaliado o poder inibitório dos tratamentos em relação aos antibióticos no 
isolado 03, foi possível observar que existe diferença significativa entre os extratos botânicos 
e o tratamento controle (Netilmicina) e o Norfloxacin. O tratamento F não apresentou 




A regressão para todas as amostras de OE consideradas estatisticamente 
significativas demonstrou um comportamento único. Verificou-se que o crescimento do 
isolado bacteriano foi inversamente proporcional à concentração dos OEs. 
Os resultados encontrados corroboram com estudos anteriores que comprovaram a 
eficácia do OE de diferentes espécies de eucalipto na inibição do crescimento para diversas 
bactérias (KNEZEVIC et al., 2016; LU et al., 2016; ALDOGHAIM et al., 2018; 
MEKONNEN et al., 2016). 
As concentrações 0; 62,5; e 125 ml.L-1 não apresentaram diferenças significativas 
para nenhum dos isolados, o que demostra que o OE de eucalipto em pequenas quantidades 
não é eficaz para a inibição do crescimento desses isolados no modelo experimental utilizado. 
A concentração de 1000 ml.L-1 apresentou diferença significativa em todos os 
isolados estudados, além de apresentar as maiores médias. Desse modo, os genótipos que 
possuem ação inibitória contra esses isolados apresentaram melhores resultados quando o OE 
foi utilizado na forma pura (1000 ml.L-1). 
Constatou-se que, em todas as concentrações, o OE F testado contra os três 
isolados bacterianos estudados foi o que inibiu mais o crescimento do isolado bacteriano 
(obteve as maiores médias de diâmetro de inibição). Os OEs E e D também apresentaram 
resultados bastante eficientes na inibição dos isolados 01 e 03. Esses OE possuem os 
monoterpenos 1,8-cineol, α-pineno e acetato de α-terpinil como seus compostos majoritários. 
Os compostos 1,8-cineol e α-pineno também são os compostos majoritários dos 
OEs C e G. Enquanto o OE C apresentou significância apenas na concentração de 250 ml.L-1 
do isolado 03, o OE G apresentou diferença significativa para os três isolados. 
Identificou-se, em estudos prévios, que as amostras de OE que possuíam entre os 
seus componentes principais os monoterpenos 1,8-cineol, α-pineno e acetato de α-terpinil, 
apresentaram atividade bactericida (KNEZEVIC et al., 2016; ALDOGHAIM et al., 2018; 
JORDAN et al., 2018a; GHASEMI et al., 2020; ESSIEN et al., 2015; ALMEIDA-PEREIRA 
et al., 2018; SAAD et al., 2017). 
Tadtong et al. (2016) constataram que as amostras de OE com maior quantidade 
de 1,8-cineol e α-pineno reduziram o crescimento de todas as bactérias patogênicas de seres 




Cabe destacar que o OE G também possui o composto trans-pinocarveol entre 
seus compostos principais. Esse monoterpeno foi notificado por Almeida-Pereira et al. (2018) 
como um dos compostos majoritários de OE com comprovada ação bactericida. 
O OE C, além do 1,8-cineol e α-pineno, possuí entre seus compostos principais o 
monoterpeno γ-terpineno. Por sua vez, os OEs M e N apresentam os compostos γ-terpineno, 
p-cimeno e o α-felandreno como majoritários em suas amostras. 
O OE M apresentou diferença significativa para o isolado bacteriano 03. Já o OE 
N se mostrou significativo para os isolados bacterianos 01 e 02. Contudo, em ambos os casos, 
o resultado foi significativo apenas com a concentração de 1000 ml.L-1. 
Esses resultados ratificam os encontrados por outros autores que comprovaram a 
eficácia de OE contra diferentes bactérias. Os monoterpenos γ-terpineno, p-cimeno e α-
felandreno foram encontrados entre os constituintes principais dos OEs desses estudos 
(ESSIEN et al., 2015; CHI et al., 2019; DIMOV et al., 2017; JORDAN et al., 2018b; 
JORDAN et al., 2013; ALDOGHAIM et al., 2018; KNEZEVIC et al., 2016). 
Miladi et al. (2017) constatou que, além de ter comprovada ação antimicrobiana 
em bactérias, a combinação dos monoterpenos p-cymeno e γ-terpineno aumentou de duas a 
quatro vezes a sua atividade de inibição. 
Os resultados encontrados no estudo para o antibiótico Netilmicina diferem do 
encontrado por Carneiro e Júnior (2006), onde o antibiótico não mostrou eficiência 
antimicrobiana. Entretanto, em outro estudo, o Netilmicina teve a sua eficácia comprovada em 
diversas bactérias gram negativas (ÂNGULO; GONZÁLEZ; ESCORZA, 2008).  
O antibiótico Norflaxacin, possuí eficácia comprovada na literatura para 
diferentes bactérias gram negativas, o que reafirma os resultados encontrados nesse estudo 
(VIEIRA, 2020). 
Estudos citam que bactérias gram negativas possuem grande resistência ao 
antibiótico Sulfazotrim, o que difere dos resultados encontrados nesse estudo (VIEIRA, 2020; 
SOUZA, 2019). 
A diferença dos resultados encontrados nesse estudo com os de outros autores, 
para os antibióticos conhecidos, pode ter ocorrido por se tratar de microrganismos 
endosimbiontes, que provavelmente não tiveram contato anterior com antibióticos e, dessa 
forma, foram impossibilitados de criar alguma resistência. 
As bactérias gram-negativas possuem uma parede celular que funciona como uma 
barreira lipídica que impede a entrada de antibióticos. Essa barreira é composta 
principalmente por porinas (proteínas), fosfolipídeos e lipopolissacarídeos, também 
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conhecidos por endotoxina (MARTINKO; MADIGAN; DUNLAP, 2010). Assim, a parede 
celular forma uma barreira em direção às macromoléculas e aos compostos hidrofóbicos, 
permitindo que este grupo de bactérias tenha maior tolerância a estes compostos, tais como os 
encontrados nos óleos essenciais (NIKAIDO, 2003). 
Segundo KOYAMA et al, 1997, muitos componentes dos óleos essenciais, os 
quais são diferentes em cada óleo essencial, tem a habilidade para romper ou penetrar na 
estrutura lipídica presente em bactérias Gram-negativas.  
Vale lembrar que as principais doenças florestais como a mancha foliar e a 
murcha vascular tem como agentes causadores bactérias Gram negativas (SILVA, 2019). 
Dessa forma, OE essencial de eucalipto pode ser uma alternativa viável também para o 




Os isolados bacterianos extraídos do interior do percevejo bronzeado se 
mostraram sensíveis aos OEs de eucalipto testados nesse estudo. As amostras de OE testadas 
apresentaram eficiência na inibição dos isolados bacterianos do interior do percevejo 
bronzeado nas concentrações avaliadas e com a metodologia utilizada. 
Os monoterpenos 1,8-cineol, γ-terpineno, α-pineno, acetato de α-terpinil, p-
cimeno, α-felandreno e trans-pinocarveol constituíram os componentes majoritários das 
amostras que se mostraram mais efetivas contra os isolados bacterianos estudados. 
Os OEs de algumas espécies de eucalipto podem ser promissores agentes 
antimicrobianos ao serem empregados no controle do percevejo bronzeado por evidenciar que 
interferem em sua flora natural do sistema digestivo, o que pode ser danoso ao inseto. Essa é 
uma hipótese que deverá ser avaliada em estudo posterior. 
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Cap. III- Atividade antimicrobiana de óleo essencial de eucalipto em bactérias 
patogênicas de eucalipto 
RESUMO 
A eucaliptocultura sofre, desde à fase de viveiro até a fase adulta, com o ataque de 
microrganismos fitopatógenos que causam diversos danos aos produtores da cultura. 
Atualmente, uma das doenças mais importantes que afeta os plantios é a mancha foliar do 
eucalipto. O gênero Xanthomonas possui maior ocorrência para esta doença do eucalipto no 
país. Seu O controle apresenta um alto grau de dificuldade após se instalar na área devido a 
rápida disseminação no patógeno. O presente estudo objetivou a análise da atividade 
antimicrobiana do óleo essencial (OE) de diferentes genótipos de eucalipto em três isolados 
de Xhanthomonas cuja patogenicidade foi confirmada em clones de eucalipto. Foi avaliada a 
atividade bactericida dos diferentes genótipos de eucalipto nas concentrações 1000 ml.L-1; 
500 ml.L-1; 250 ml.L-1 e 0 ml.L-1. As amostras de OE testadas possuem ação antimicrobiana, 
pois foram capazes de inibir o crescimento dos três isolados bacterianos. Os monoterpenos 
1,8-cineol, γ-terpineno, α-pineno, acetato de α-terpinil, p-cimeno, α-felandreno e trans-
pinocarveol constituíam os compostos principais das amostras de OE que se mostraram mais 
eficazes. Dessa forma, o OE de eucalipto pode auxiliar no manejo dessa praga. 
 





Eucalyptus culture suffers, from nursery to adulthood, with attack of phytopathogenic 
microorganisms that cause several damages to culture producers. Currently, one of most 
important diseases affecting plantations is the eucalyptus leaf spot. Genus Xanthomonas has a 
higher occurrence for this eucalyptus disease in country. Control of this disease presents a 
high degree of difficulty after settling in the area due to the rapid spread in the pathogen. The 
present study aimed to analyze the antimicrobial activity of essential oil from different 
eucalyptus genotypes in three Xhanthomonas isolates whose pathogenicity was confirmed in 
eucalyptus clones. The bactericidal activity of different eucalyptus genotypes at 
concentrations of 1000 ml.L-1 was evaluated; 500 ml.L-1; 250 ml.L-1 and 0 ml.L-1. Tested OE 
samples have antimicrobial action, as they were able to inhibit the growth of three bacterial 
isolates. Monoterpenes 1,8-cineol, γ-terpinene, α-pinene, α-terpinyl acetate, p-cymene, α-
felandrene and trans-pinocarveol constituted main compounds of OE samples that were 
shown to be most effective. Thus, eucalyptus essential oil can assist in the management of this 
pest. 




O eucalipto, como é popularmente conhecido, é composto por espécies 
majoritariamente de porte arbóreo que pertencem aos gêneros Eucalyptus, Corymbia e 
Angophora. Originário da Austrália, Indonésia e outras Ilhas da Oceania possui cerca de 700 
espécies catalogadas, dos quais aproximadamente 20 são de relevante interesse comercial de 
usos múltiplos (HOOGAR et al., 2019; PIERI et al., 2017). As espécies desse gênero possuem 
ampla plasticidade e sua dispersão se dá em escala mundial. Por apresentar diversas vantagens 
em relação aos demais cultivos, como rápido crescimento, rusticidade, facilidade de manejo e 
de propagação vegetativa o eucalipto constitui várias espécies que produzem produtos 
madeireiros e não madeireiros com destaque cada vez maior em programas de reflorestamento 
(SIVIERO et al., 2019; PIERI et al., 2017). 
Não obstante a sua importância, a eucaliptocultura sofre, desde à fase de viveiro 
até a fase adulta, com o ataque de microrganismos fitopatógenos que causam diversos danos à 
cultura (PIERI et al., 2017). Atualmente, uma das doenças mais importantes que afetam os 
plantios é a mancha foliar do eucalipto (FERRAZ et al., 2018). A doença está amplamente 
distribuída no Brasil e tem causado expressivas perdas em viveiros, especialmente em regiões 
e épocas do ano mais quentes, especialmente quando relacionada com maior intensidade e 
frequência de chuvas (MAFIA et al., 2017). Essa doença ocorre principalmente em viveiros, 
contudo, também é comumente encontrada no campo. No Brasil, existem diversos agentes 
etiológicos associados à mancha foliar do eucalipto, entre espécies de fungos e bactérias. 
Todavia, o gênero Xanthomonas possui maior ocorrência para esta doença do eucalipto no 
país (FERRAZ et al., 2018). 
Os principais sintomas da mancha foliar bacteriana do eucalipto podem variar 
devido à idade da planta, do estado de desenvolvimento da lesão e da espécie do eucalipto 
(GONÇALVES et al., 2008). É uma doença foliar e inicialmente se configura por lesões em 
que os tecidos apresentam aspecto de encharcamento que ficam translúcidos ao serem postos 
contra a luz. As lesões se concentram por toda a extensão da nervura e nas margens da folha 
causando redução da área fotossintética, desfolha, redução de crescimento das plantas no 
campo e até a morte de plantas jovens (SIVIERO et al 2019; FAVAN, 2020; FERRAZ et al., 
2018; MAFIA et al., 2017; REZENDE et al., 2019). 
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A desfolha ocasionada pela mancha foliar ocorre em função do aumento no 
número e no tamanho das lesões nas folhas, gerando perda de sustentação das folhas 
(REZENDE et al 2019). 
O controle dessa doença apresenta um alto grau de dificuldade após se instalar na 
área devido a rápida disseminação no patógeno. As práticas mais recomendadas para o 
controle compreendem em utilizar mudas sadias, fazer rotação de cultura com espécies não 
hospedeiras, evitar ferimentos durante os tratos culturais, escolher áreas com boa drenagem e 
controlar os insetos causadores de lesões foliares (SIVIERO et al., 2019). Não obstante, todas 
essas técnicas possuem elevado custo ao produtor; sendo necessários medidas alternativas 
para manter a lucratividade e consequente viabilidade do plantio (SILVA et al., 2018). 
Segundo Batish et al. (2008), as folhas de diversas espécies de eucalipto possuem 
óleos essenciais (OEs) em abundância com ampla atividade biológica como fungicida, 
inseticida, herbicida e acaricida. Por conseguinte, os OEs têm ganhado destaque no controle 
de bactérias, pois se aplicados em dosagens apropriadas, apresentam efeitos inibitórios 
satisfatórios nesses microrganismos (ALMEIDA-PEREIRA et al., 2018; SAAD et al., 2017). 
Os terpenos como o 1,8-cineol, α-pineno, γ-terpineno, p-cimeno, α-felandreno e 
acetato de α-terpinil, foram descritos previamente como os componentes principais de 
amostras de OE que apresentaram atividade antimicrobiana para diferentes bactérias 
(GHASEMI et al., 2020; CHI et al., 2019). A partir da produção de diversos metabólitos 
secundários pelas plantas com atividade bactericida, pode-se esperar que o uso desses 
metabolitos pode ser de grande utilidade como alternativa de controle de doenças que 
possuem microrganismos como agentes etiológicos. 
Em um estudo prévio, Anjos (2016) analisou a patogenicidade de isolados 
bacterianos retirados de folhas de eucalipto com sintomas da mancha foliar do eucalipto. A 
patogenicidade das cepas a partir da inoculação em plantas saudáveis foi confirmada uma vez 
que os sintomas desenvolvidos nas plantas inoculadas foram semelhantes aos observados em 
condições de campo e viveiro e aos descritos em estudos anteriores. A partir de uma análise 
genético-molecular, a autora encontrou uma grande quantidade de goma xantana, produzido 
por espécies Xanthomonas, permitindo inferir que os isolados pertencem à essa espécie. 
O presente estudo objetivou a análise da atividade antimicrobiana do OE de 
diferentes genótipos de eucalipto em três isolados bacterianos cuja patogenicidade foi 
confirmada em clones de eucalipto, a fim de propor uma alternativa para o controle da 
mancha bacteriana em viveiros e em plantios de eucalipto. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 
Todos os experimentos foram realizados no Laboratório de Genética e 
Biotecnologia Florestal (LGBF), localizado no Departamento de Engenharia Florestal, na 
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM), Campus de 
Diamantina. 
2.1 Óleo Essencial (OE) 
Para o presente estudo, foram utilizadas sete amostras de OE extraídas de folhas 
de clones comerciais provenientes da empresa Gerdau S/A e de plantas de Eucalyptus 
camaldulensis localizadas Centro Integrado de Propagação de Espécies Florestais (CIPEF). 
As metodologias de extração e caracterização química das amostras do OE 
utilizadas para esse experimento foram descritas em Avila (2016). Na Tabela 14 pode-se 
observar os principais compostos em cada amostra de OE com as suas respectivas proporções 
médias (%). 
Tabela 14- Principais compostos em cada amostra de OE com suas respectivas proporções médias (%). 





C13 49,21 17,02  9,26   
C8 50,39 15,56 27,99    
C1 49,21  32,41 6,52   
C17 56,20  18,81    
C11 57,4  24,45 5,97   
C25 52,49  28,80 5,19   
E. cam.  43,86   12,61 51,08 
E. cam.= Eucalyptus camaldulensis. 
2.2 Teste de sensibilidade antimicrobiano (antibiograma) 
Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados em três isolados 
bacterianos (A15, A22 e U01) retirados de folhas de eucalipto com sintomas da mancha foliar 
cuja metodologia de isolamento foi descrita por Anjos (2016). Segundo a autora, os isolados 
tiveram sua patogenicidade confirmada uma vez que os sintomas desenvolvidos nas plantas 
inoculadas foram semelhantes aos observados em condições de campo e viveiro, bem como 
aos descritos em estudos anteriores. A partir de uma análise genético-molecular, a autora 
encontrou uma grande quantidade de goma xantana, produzido por espécies Xanthomonas, 
permitindo inferir que os isolados pertencem a indivíduos dessa espécie. 
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Para o teste de sensibilidade antimicrobiana, utilizou-se a técnica de difusão de 
disco em meio sólido (disco difuso). O ensaios foram realizados utilizando os métodos 
modificados de Kirby e Bauer, descrita por Mekonnen et al. (2016). Com a finalidade de 
aumentar a solubilidade, diminuir a volatização e evitar perdas as amostras de OE, foram 
diluídas em Dimetilsulfóxido (DMSO). Para cada amostra de OE foram preparadas quatro 
concentrações (1000 ml.L-1; 500 ml.L-1; 250 ml.L-1 e 0 ml.L-1). 
Discos de papel filtro de 6 mm de diâmetro foram acondicionados em placas de 
petri autoclavadas e posteriormente foram embebidos com 5 μl de cada concentração. Com 
vistas a evitar que o OE evapore, cada placa foi vedada com papel filme e coberta com papel 
alumínio, sendo armazenada em câmera de fluxo à temperatura ambiente por 24 horas para 
posterior ensaio. 
Findo esse prazo, os isolados bacterianos foram inoculados em placas de Petri 
contendo 20 ml de meio Agar Mueller Hinton e os discos com as concentrações foram 
arranjados nas placas. Após montagem, as placas foram lacradas com papel filme e 
acondicionadas em BOD à 28 ºC e fotoperíodo de 12 horas e mantidas por 24 horas. 
Os testes foram realizados em triplicatas e os resultados expressos pela média 
aritmética do diâmetro (mm) dos halos de inibição formado ao redor dos discos. Os halos de 
inibição foram medidos com auxílio de um paquímetro. 
2.3 Análise Estatística 
Os Clones 17 e 25 do isolado U01 não foram analisados pelo procedimento de 
curva dose resposta, pois apresentaram diâmetro igual em todas as medições, logo não 
geraram curva adequada. 
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com 
três isolados, sete extratos vegetais, quatro concentrações e três repetições. Os dados foram 
analisados pelos testes de Shapiro Wilk e Levene para verificar a normalidade dos dados e 
homogeneidade das variâncias, respectivamente. Em seguida, submetidos a Análise de 
Variância. Os diferentes isolados das bactérias foram testados separadamente para 
determinação da curva dose-resposta obtida pelo modelo matemático log–logístico. 
A representação do modelo de cinco parâmetros, utilizado para confecção da 




A fim de comparar a eficácia dos produtos biológicos, foi realizada uma análise das 
amostras puras (1000 ml.L-1) com antibióticos conhecidos. O delineamento experimental 
utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com três isolados, sete concentrações de extratos 
vegetais e três de antibióticos, com três repetições cada. Os dados foram analisados pelos 
testes de Shapiro Wilk e Levene para verificar a normalidade dos dados e homogeneidade das 
variâncias, respectivamente. Em seguida, submetidos a Análise de Variância (Teste F ou 
Kruskal-Wallis). Quando significativas, as diferenças entre os tratamentos foram verificadas 
pelos procedimentos de Dunnett e Tukey, tendo o antibiótico Netilmicina como controle, ou 
método de Dunn, quando não atendia os pressupostos dos testes paramétricos. 
Todos os testes foram conduzidos a 5% de significância com auxílio do software 
R versão 4.0.1 (TEAM R CORE, 2013), pacote ExpDes.pt (FERREIRA et al., 2018), pacote 




3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Observou-se que algumas das amostras de OE testadas possuem ação 
antimicrobiana, pois foram capazes de inibir o crescimento dos três isolados bacterianos 
(Figura 11). 
 
Figura 11- A- Efeito do OE do C17 no isolado bacteriano A15 sob as concentrações 1000, 500, 250 e 0 ml.L-1; B- Efeito do 
OE do C1 no isolado bacteriano A15 sob as concentrações 1000, 500, 250 e 0 ml.L-1; C- Efeito do OE de E. camaldulensis 
no isolado bacteriano A22 sob as concentrações 1000, 500, 250 e 0 ml.L-1; D- Efeito do OE do C8 no isolado bacteriano A22 
sob as concentrações 1000, 500, 250 e 0 ml.L-1; E- Efeito do OE de E. camaldulensis no isolado bacteriano U01 sob as 
concentrações 1000, 500, 250 e 0 ml.L-1; VI- Efeito do OE do C11 no Isolado bacteriano U01 sob as concentrações 1000, 
500, 250 e 0 ml.L-1. 
As curvas dose resposta para os isolados A15 e A22 se mostraram parecidas para 
todos os extratos botânicos analisados (Figura 12 a Figura 15). Os extratos vegetais dos 
clones 1, 8, 13, 17 e 25 não apresentaram efeito de inibição do crescimento até próximo a 
dosagem 500 ml.L-1, quando começaram a apresentar efeito positivo para inibição. Apesar 
disso, foi perceptível o aumento do poder de inibição sobre o crescimento das bactérias A15 e 
A22, próximo da concentração do extrato puro (1000 ml.L-1). 
Os clones 13 e 25 foram os que apresentaram o menor efeito de inibição para 
esses dois isolados, tendo pouco efeito apenas na concentração de 1000 ml.L-1. Para o clone 
11, o efeito de inibição se mostrou apenas próximo a concentração de 1000 ml.L-1, mas nessa 
concentração se mostrou evidente a inibição de crescimento desse isolado. 
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Embora o E. camaldulensis não ter apresentado efeito inibitório nas 
concentrações, a não ser superior à concentração de 500 ml.L-1, este foi o tratamento com 
maior poder inibitório de crescimento para os isolados A15 e A22 na maior concentração. 
 
 
Figura 12- Curvas doses respostas dos diâmetros do Isolado A15 submetidos as concentrações de 0, 250, 500 e 1000 ml.L-1 
dos extratos vegetais do Clone 13, Clone 8, Clone 1 e Clone 17, sob condições de laboratório. 
 
Figura 13- Curvas doses respostas dos diâmetros do Isolado A15 submetidos as concentrações de 0, 250, 500 e 1000 ml.L-1 





Figura 14- Curvas doses respostas dos diâmetros do Isolado A22 submetidos as concentrações de 0, 250, 500 e 1000 ml.L-1 
dos extratos vegetais do Clone 13, Clone 8, Clone 1 e Clone 17, sob condições de laboratório. 
 
 
Figura 15- Curvas doses respostas dos diâmetros do Isolado A22 submetidos as concentrações de 0, 250, 500 e 1000 ml.L-1 
dos extratos vegetais do Clone 11, Clone 25 e Eucalyptus camaldulensis, sob condições de laboratório. 
Em relação ao isolado U01, os Clone 17 e 25 não tiveram efeitos de inibição do 
crescimento, não sendo possível obter uma curva dose resposta. Os extratos vegetais dos 
clones 1, 8 e 13 tiveram suas tendências muito parecidas e quase não apresentaram efeito de 
inibição para esse isolado. O extrato vegetal do E. camaldulensis, não apresentou efeito de 
inibição do crescimento até próximo a dosagem 500 ml.L-1. Apesar disso, próximo da 
concentração do extrato puro (1000 ml.L-1), foi perceptível aumento do poder de inibição 




Figura 16- Curvas doses respostas dos diâmetros do Isolado U01 submetidos as concentrações de 0, 250, 500 e 1000 ml.L-1 
dos extratos vegetais do Clone 13, Clone 8, Clone 1, Clone 11 e Eucalyptus camaldulensis,, sob condições de laboratório. 
Houve diferença no crescimento entre os extratos vegetais e os antibióticos (A22- 
GL = 9, F = 85,286, p < 0,01; U01- GL = 9, χ2 = 23,098, p < 0,01; A15- GL = 9, F = 45,813, 
p < 0,01). Na Tabela 15, pode-se verificar que houve diferença na inibição de crescimento 
entre os extratos vegetais e os antibióticos. 
Tabela 15- Diâmetro (média±desvio padrão) dos isolados 1, 2 e 3 submetidos a concentração de 1000 ml.L-1 de extratos 
vegetais de 7 clones e espécie de Eucalyptus spp. e as concentrações de três antibióticos: Norfloxacin (10 mgc.ml-1), 
Sulfazotrim (25 mgc.ml-1) e Netilmicina (30 mgc.ml-1). 
Tratamento 
Diâmetro (cm) 
Isolado A221 Isolado U012 Isolado A151 
média Dunnett Tukey média Dunn média Dunnett Tukey 
Clone 13 7,8±0,35 b D 7,03±1,29 b 6,3±0,2 b D 
Clone 8 9,8±0,2 b CD 8,07±0,4 b 6,37±0,12 b CD 
Clone 1 13,03±0,93 b C 12,17±1,89 b 6,2±0,26 b BC 
Clone 17 10,03±1,37 b CD 8,87±0,72 b 6±0 b CD 
Clone 11 12,13±0,95 b C 12,17±1,26 b 7,1±0,66 b BC 
Clone 25 8,4±0,85 b b D 7,5±0,5 b 6±0 b D 
E. cam. 17,23±0,4 b B 14,3±3,44 a 9,27±0,64 b B 
Sulfazotrim 24,4±0,53 a A 22,6±0,36 b 7,33±2,31 a A 
Norfloxacin 21,73±2,64 a A 20,97±1,45 a 6±0 a A 
Netilmicina* 22,4±1,35 a A 20±1 a 14,93±5,86 a A 
i: Clone que foi atacado por insetos; E cam.: Eucalyptus camaldulensis; *: Tratamento controle 
1- Teste de comparações múltiplas de Dunnett e Tukey a 5% de significância; 2 Comparações múltiplas de Dunn a 5% de 
significância, análises realizadas comparando o controle com os demais tratamentos. 
A) letras iguais minusculas na coluna não diferem estatisticamente comparado ao controle pelo teste Dunnett, a 5% de 
significância. B) letras semelhantes maiusculas na coluna não diferente pelo teste Tukey a 5% de significancia 
Os testes de Dunnet e de Tukey demonstraram que todos os antibióticos foram 
semelhantes entre si, já os extratos botânicos apresentaram diferença significativa para os 
antibióticos testados nos isolados A22 e A15. O poder inibitório do extrato botânico do E. 
camaldulensis foi semelhante ao tratamento controle (Netilmicina) e do antibiótico 
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Norfloxacin avaliados para o isolado U01. O antibiótico Sulfazotrim não apresentou resultado 
positivo para esse isolado. 
O gênero Xanthomonas, como grande parte das bactérias fitopatogênicas, abrange 
espécies gram-negativas e são aeróbias. São bactérias móveis por um único flagelo polar e 
suas células apresentam-se em formato de bastonetes. O gênero é classificado como 
pertencente ao filo Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria, ordem Xanthomonadales e 
sendo da família Xanthomonadaceae (MHEDBI-HAHRIN; JACQUES, KOEBNIK, 2011). 
Os resultados encontrados nesse estudo ratificam os encontrados por outros 
autores que comprovaram a eficácia de OE contra diferentes bactérias e também contra 
Xhanthomonas spp. fitopatogenicas. 
O extrato botânico que obteve as maiores médias (E. camaldulensis) possui os 
monoterpenos γ-terpineno, p-cimeno e α-felandreno como seus constituintes principais. Esses 
compostos foram descritos por outros autores como inibidores de crescimento de 
Xhanthomonas spp. (TRAVIESO et al., 2018; SACA, 2019). 
As amostras de OE dos clones 01, 17 e 11 que, também, se mostraram eficazes na 
inibição do crescimento dos isolados avaliados, possuem os monoterpenos 1,8-cineol, α-
pineno e acetato de α-terpinil como seus compostos majoritários. O clone 08 apresentou os 
monoterpenos γ-terpineno 1,8-cineol e α-pineno. 
Identificou-se, em estudos prévios, que as amostras de OE que possuíam entre os 
seus componentes principais os monoterpenos 1,8-cineol, α-pineno, apresentaram atividade 
bactericida para Xanthomonas spp. fitopatogênicas (GUIMARÃES et al, 2014; TRAVIESO, 
et al., 2018; PÉREZ, et al., 2014). 
Os monoterpenos p-cymeno e γ-terpineno, quando encontrados em amostras de 
OE, tiveram comprovada ação antimicrobiana em diferentes bactérias e a combinação desses 
monoterpenos aumentaram, de duas a quatro vezes a sua atividade de inibição (MILADI et 
al., 2017) 
Diversos componentes presentes nos óleos essenciais, os quais se diferem em cada 
OE, têm a habilidade para romper ou penetrar na estrutura lipídica presente em bactérias 
Gram-negativas (KOYAMA et al., 1997). 
Segundo Martinko, Madigan e Dunlap (2010) as bactérias gram-negativas 
possuem uma barreira lipídica que impede a entrada de antibióticos. Assim, a parede celular 
forma uma barreira em direção às macromoléculas e aos compostos hidrofóbicos, permitindo 
que este grupo de bactérias tenha maior tolerância a estes compostos, tais como os 
encontrados nos óleos essenciais (NIKAIDO, 2003). 
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Algumas bactérias gram negativas possuem grande resistência ao antibiótico 





Os isolados bacterianos analisados se mostraram sensíveis aos OEs de eucalipto 
testados nesse estudo. As amostras de OE testadas apresentaram eficiência na inibição das 
Xanthomonas spp. fitopatogênicas nas concentrações avaliadas e com a metodologia utilizada. 
Os monoterpenos 1,8-cineol, γ-terpineno, α-pineno, acetato de α-terpinil, p-
cimeno, α-felandreno e trans-pinocarveol constituíram os componentes majoritários das 
amostras que se mostraram mais efetivas contra os isolados bacterianos estudados. 
O OE de algumas espécies de eucalipto pode ser promissor agente antimicrobiano 
a ser empregado no controle de doenças florestais causadas por bactérias gram negativas, 
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